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Abstract 
Zoarces viviparus blev indfanget i Roskilde Fjord i foråret, sommeren og vinteren 2006. Med 
udgangspunkt i at sæsonvariationen af lys var den regulerende faktor for antifryseprotein−syntesen, 
blev individer af Z. viviparus eksponeret for forskellige niveauer af temperaturer, lys og mørke for 
kunstigt at simulere vinter− og sommerforhold. Da lys er regulerende for udskillelsen af hormonet 
somatostatin hos Pseudopleuronectes americanus, som via andre hormoner virker regulerende på 
syntesen af antifryseproteiner, blev udviklingen i termisk hysterese fulgt i Z. viviparus efter 
injektion med dette hormon. Type III antifryseproteiner fra kulde− samt lyseksponerede fisk blev 
oprenset og sammenlignet med individer af Z. viviparus hentet direkte fra Roskilde Fjord. Endelig 
blev expressionen af mRNA kodende for antifryseproteiner i leveren undersøgt ved forskellige 
niveauer af termisk hysterese i serum hos Z. viviparus. 
 
Lys havde tilsyneladende ingen regulerende effekt på den termiske hysterese hos Z. viviparus, idet 
ingen forskel i termisk hysterese ved eksponering af forskellige lyslængder kunne observeres. 
Derimod var der en tydelig indikation af, at temperaturen var regulerende for 
antifryseprotein−syntesen, idet det var muligt at hæve og sænke den termiske hysterese ved at 
variere temperaturen. Oprensningen af Z. viviparus’ type III antifryseproteiners isoformer viste, at 
der i kuldeeksponerede fisk observeres de samme isoformer som hos fisk fra Roskilde Fjord − om 
end forholdet mellem QAE− og SP−typerne var anderledes. Resultaterne indikerer, at 
kuldeeksponering hovedsagligt aktiverer syntesen af de mere potente QAE−antifryseprotein 
isoformer hos Z. viviparus. Vi fandt samtidig, at der var god korrelation mellem høj/lav termisk 
hysterese og koncentrationen af mRNA kodende for antifryseproteiner i leveren hos Z. viviparus.  
 
Abstract (english) 
Individuals of Zoarces Viviparus were caught i Roskilde Fjord during spring, summer and winter 
time of 2006. On basis of that the seasonal variation of light is the regulating factor for the 
antifreeze protein synthesis, individuals of Z. Viviparus were exposed to different levels of 
temperature and light lenghts in order to simulate winter and summer conditions. As light is 
regulative for the excretion of the hormon somatostatin in P. americanus that through other 
hormones works in a regulative manner on the synthesis of antifreeze proteins, the formation in 
thermal hysteresis were followed after injection with this hormon. Type III antifreeze protein from 
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cold− and light exposed fish was purified and compared with individiuals of Z. Viviparus collected 
directly from Roskilde Fjord. Finally the concentration af mRNA coding for antifreeze protein in 
the liver was examined at differents levels of thermal hysteresis in serum from Z. viviparus. 
 
We did not find that light had any regulative effect on thermal hysteresis in Z. viviparus. Therefore, 
there was no difference seen in the thermal hysteresis by exposure to different light lenghts. On the 
contrary, there was a clear indication, that temperature was regulative for the antifreeze protein 
synthesis. It was possible to raise and lower the thermal hysteresis by variating the temperature. 
Purification of the isoforms showed that after exposure to coldness, the same isoforms were seen, as 
for fish in Roskilde Fjord, although the ratio between the QAE’s and SP’s was different. The results 
indicate that exposure to coldness mainly activates the synthesis of the more potent QAE isoforms 
in Z. viviparus. Futhermore, we found that there was good correlation between high/low thermal 
hysteresis and the concentration of mRNA coding for antifreeze protein i the liver. 
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1. Indledning 
 
At fryse eller ikke at fryse, det er spørgsmålet… 
 
Vandtemperaturer kan være et spørgsmål om liv eller død for organismer i vandet. De marine fisk 
er ektotherme og har samme kropstemperatur som det omgivende vand. Dette kan udgøre et stort 
problem for fisk, som lever i kolde områder, da marine fisk er hypoosmotiske i forhold til det 
omgivende vand. Det betyder, at disse fisks kropsvæsker risikerer at fryse til is, når det omgivende 
vand stadig er i en flydende tilstand. Der vil om vinteren være en risiko for kontakt med iskrystaller, 
som fiskene optager via gællerne, skindet eller tarmen, og med mindre fisken er beskyttet imod det, 
vil iskrystallerne virke som isnukleatorer med skade til følge på celler og væv [Willmer et al., 
2005]. 
 
De marine fisk i de kolde egne har udviklet i hvert fald tre beskyttelsesmekanismer, som modvirker 
frysning [Willmer et al., 2005]: 
1. Mange fisk i de polare områder er migreret ned i dybderne. Vands frysepunkt sænkes med 
0,0075 °C for hver 10 m man kommer ned i havet, og dette udnytter dybhavsfisk. 
Hovedparten af disse fisk har ikke andre forsvarsmekanismer mod kulden, og de er således 
ikke i stand til at overleve tæt på vandoverfladen, hvor frysepunktet i vandet er højere, og 
hvor iskrystaller forekommer.  
2. Fisk i polarhavene har en højere NaCl koncentration i serum sammenlignet med andre 
marine benfisk, hvilket kolligativt (sammen med alle andre stoffer som f.eks. aminosyrer, 
sukkerstoffer og proteiner) sænker frysepunktet i serum i forhold til det omgivende vand. 
Denne kolligative effekt er dog kun ansvarlig for en mindre del af den samlede 
frysepunktssænkning i serum. Hovedparten af frysepunktssænkningen i marine fisk skyldes 
tilstedeværelsen af: 
3. Antifryseproteinerne og antifryseglykoproteinerne. 
 
Sidstnævnte tilpasningsstrategi er en fascinerende måde at overleve på i kolde områder. 
Antifryseproteinerne er effektive og har en antifryse−virkning, der er over hundrede gange mere 
effektive end andre kendte substanser [Fletcher et al., 2001]. Antifryseproteiner blev først opdaget 
for ganske få årtier siden i Antarktiske benfisk [DeVries et al., 1969], men siden har der været en 
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intens forskning på området. I dag kendes der til antifryseproteiner hos flere forskellige arter 
indenfor vertebraterne og invertebraterne samt visse planter, bakterier og svampe [Fletcher et al., 
2001].  
 
Antifryseproteinerne vækker også interesse i den industrielle verden, da egenskaberne rummer 
interessante perspektiver. Der er øjnet mulighed for, at blod og medicin kan opbevares ved lave 
temperaturer ved hjælp af antifryseproteinerne, hvorved man måske kan sikre en længere 
holdbarhed for blod og medicin. Man undersøger også mulighederne for at fryse gær indeholdende 
antifryseproteiner med henblik på at kunne sælge frossent brød, som forbrugeren selv kan bage. 
Endelig kan der være potentiale i, at antifryseproteinerne anvendes indenfor flyindustrien, hvor 
proteinerne muligvis kan anvendes til at undgå isdannelser på flyvernes vinger [Interview med Hans 
Ramløv, Jyllandsposten, Fra frostfri fisk til frostfri fly, 5. februar 2007]. 
 
Vores speciale skal ses som en forlængelse af de studier, som allerede er i gang på Roskilde 
Universitetscenter i cryolaboratoriet under ledelse af Hans Ramløv, hvor fokus er type III 
antifryseproteiner hos ålekvabben (Z. viviparus). Eksempler på igangværende forskning er 
oprensningen og en kortlægning af aminosyre−sekvenserne i isoformerne af type III 
antifryseproteinerne. Antifryseproteinernes aktivitetsniveau og de sæsonmæssige mønstre er også 
blevet undersøgt samtidig med, at der bliver forsket i relationen mellem moderfiskens og 
embryonernes produktion af antifryseproteiner.  
 
Fokus i dette speciale er de mekanismer og faktorer, som styrer produktionen af 
antifryseproteinerne hos Z. viviparus i Roskilde Fjord. Efter en intens forskning i 
reguleringsmekanismerne af P. americanus’ (winter flounder) syntese af antifryseproteiner har det 
vist sig, at denne fisks proteinsyntese overordnet styres af lys og væksthormoner. Undersøgelserne i 
dette speciale tager udgangspunkt i den kendte viden om reguleringen af antifryseprotein−syntesen 
hos P. americanus, og det betyder, at forsøgsopstillingerne samt problemsfæren er dannet med P. 
americanus’ antifryseprotein−syntese som inspirationskilde. 
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2. Problemformulering og underspørgsmål 
 
Formålet med dette speciale er at belyse de faktorer, som regulerer syntesen af antifryseproteiner 
hos Z. viviparus i Roskilde Fjord. Denne problemsfære leder hen til følgende problemformulering 
og underspørgsmål: 
 
Problemformulering:  
• Hvilke faktorer regulerer syntesen af Z. viviparus’ antifryseproteiner? 
 
Underspørgsmål: 
• Spiller vandtemperaturen en rolle i forhold til reguleringen af produktionen af 
antifryseproteiner hos Z. viviparus? 
• Spiller lys en rolle i forhold til reguleringen af produktionen af antifryseproteiner hos Z. 
viviparus? 
• Er det de samme isoformer af type III antifryseproteiner hos Z. viviparus, der udtrykkes 
under eksperimentelle forhold sammenlignet med fisk fra Roskilde Fjord  
• Ses der en ændret expression af mRNA kodende for type III antifryseproteiner i leveren hos 
Z. viviparus under eksperimentelle forhold sammenlignet med fisk fra Roskilde Fjord? 
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3. Zoarces viviparus 
 
I det følgende beskrives vores forsøgsdyr Z. viviparus (figur 1), dets habitat og geografiske 
udbredelse. Dernæst følger en kort beskrivelse af Roskilde Fjord, da alle forsøgsdyrene til dette 
speciale er indfanget i dette område.  
 
Figur 1. En voksen Z. viviparus [www.norden.org/faktaof/text/69aalekvabbe.htm, 01.10.06]. 
 
Z. viviparus, som på dansk kaldes for ålekvabbe, har en langstrakt, smidig og ålelignende krop. 
Hovedet er rundt, men fladt på undersiden. Munden er bred med tykke læber. Ryg− og gatfinner er 
lange og når hinanden ved halespidsen. Nær halen ved den bagerste del af rygfinnen findes 
indskæring med korte pigstråler. Bugfinner sidder foran brystfinnerne og er meget små. 
Kropsfarven varierer, men den er ofte brun på dorsalsiden og gullig på ventralsiden. Den er 
marmoreret eller spættet og har cirka 15 mørke tværbånd over ryggen. Skællene sidder dybt 
indlejret, og huden er glat og slimet. Andre karakteristika ved fisken er, at knoglerne er grønne som 
følge af det uskadelige farvestof vivianit. Der er set eksemplarer af Z. viviparus op til 50 cm lange, 
men den bliver sjældent længere end 30 cm, og hunnen er den største. Den bliver oftest 3−4 år 
gammel, men kan blive ældre [Muus et al., 1997; Nielsen, 1999; Carl, 2003; Uldal 2003].  
 
Z. viviparus er bentisk og findes kystnært på dybder ned til 40 meter, hvor den gemmer sig mellem 
sten og ålegræs. Z. viviparus kan også findes i mundingen af vandløb. Den opholder sig både i salt− 
og brakvand med saltholdigheder på ned til 5 promille. Z. viviparus lever af animalsk føde, som 
orme, muslinger, snegle, krebsdyr og fiskeyngel [Nielsen, 1999; Uldal 2003]. 
 
Z. viviparus bliver kønsmoden i 2 års alderen. Z. viviparus er vivipar; æggene befrugtes og udvikles 
i ovariet. Udviklingen af embryoner sker samme sted og er matrotrofe, idet ungerne får næring fra 
moderen efter, at blommesækken er brugt op. De nyfødte unger ligner miniature−udgaver af de 
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voksne fisk og er 4–5 cm lange. Der kan være helt op til 400 unger i et kuld, men det mest 
almindelige er 30–100. Befrugtningen sker omkring september, og ungerne fødes mellem december 
og februar [Muus et al., 1997; Nielsen, 1999; Carl, 2003; Uldal 2003].  
 
Z. viviparus er en stationær fisk, hvorfor den menes at danne mange lokale racer. Den stationære 
levevis medfører, at Z. viviparus med fordel kan benyttes som marin bioindikator, hvilket udnyttes i 
stigende grad i miljøovervågning. Såfremt miljøet er kontamineret, sker der gennem føden en 
opkoncentrering af stoffer som kviksølv og arsenik i fisken [Schladot et al., 1997]. 
 
 
Figur 2. Udbredelsen af Z. viviparus 
[www.norden.org/faktaof/text/69aalekvabbe.htm, 01.10.06]. 
 
Z. viviparus er en nordeuropæiske fisk. Den er udbredt (figur 2) i Østatlanten og i de tilstødende 
have −  fra Hvidehavet til Den Engelske Kanal. Den findes i et stort antal i de danske farvande samt 
det meste af Østersøen, men er dog i tilbagegang i disse farvande [www.norden.org/faktaof/text/ 
69aalekvabbe.htm, 01.10.06]. 
Alle forsøgsfiskene til dette speciale er fanget i Roskilde Fjord, der blev udviklet som 
smeltevandskanal ved slutningen af den sidste istid (figur 3).  
 
 
Figur 3. Roskilde Fjord [www.ra.dk/sw2512.asp, 01.08.06]. 
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Fjorden hører under Isefjordssystemet og er omkring 40 km lang med et samlet vandareal på ca. 
125 km². Gennemsnitsdybden i fjorden er 3 meter. Den maksimale dybde findes i bunden af Lejre 
Vig, hvor dybden er lige omkring 31 meter. Saltholdigheden varierer mellem 10 og 16 ‰ alt efter, 
om det er et vådt eller et tørt år [www.ra.dk/sw2512.asp, 01.08.06]. Vandtemperaturerne om 
sommeren ligger på omkring 20 ºC og vintertemperaturen ned til ca. – 1 ºC [Sørensen, 2002]. 
 
Bundfloraen i Roskilde Fjord er overvejende ålegræs, som vokser ud til ca. 2,5 meters dybde. Der 
ses desuden forskellige havgræsser, hvis forekomst er forøget de seneste år. Den bentiske fauna, 
som findes gemt i ålegræsset, er domineret af få arter som følge af den lave salinitet; primært 
børsteorme, muslinger og krebsdyr. Der er konstateret en god vandkvalitet på baggrund af klart 
vand om sommeren med få næringsstoffer og alger i vandet. Vandkvaliteten er dog afhængig af 
årlige forhold i form af nedbør, vind og vejr m.m. [Jensen et al., 2000].  
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4. Antifryseproteiner, antifryseglykoproteiner og termisk hysterese 
 
I det følgende gennemgås antifryseproteinerne og antifryseglykoproteinerne, herunder de 
strukturelle opbygninger, forekomsten i forskellige fisk samt virkemekanismerne og deres 
betydning for fisk, der lever i kolde habitater. 
 
Antifryseproteiner blev opdaget i 1969 i Antarktiske benfisk [DeVries et al., 1969], men er siden 
fundet i mange forskellige dyr indenfor såvel invertebrater som vertebrater samt i planter, bakterier 
og svampe [Barrett, 2001; Fletcher et al., 2001]. Udbredelsen af antifryseproteinerne er dog primært 
begrænset til organismer og planter, som enten bliver udsat for meget lave temperaturer eller frost 
[Ewart et al., 1999]. I det følgende afsnit vil fokus være på antifryseproteiner i fisk.  
 
Antifryseproteinerne findes i blodbanen, hvor de menes at genkende iskrystaller, som de bindes til, 
hvorved yderligere isvækst hindres. Antifryseproteiner sænker en opløsnings smeltepunkt ud fra 
kolligative kræfter, mens frysepunktet sænkes mere end forventet ud fra de kolligative egenskaber. 
Dette skaber en forskel mellem smelte− og frysepunkt i opløsninger med antifryseproteiner, hvor 
forskellen opgives i °C, og fænomenet benævnes termisk hysterese eller antifryseaktivitet [Antson 
et al., 2001; Graether et al., 1999; Barrett, 2001; Davies et al., 1997]. Når antifryseproteiner bindes 
til specifikke overfladeplaner af iskrystaller, hæmmes isvæksten i selve adsorptionspunktet, da det 
bliver energetisk mindre favorabelt for vandmolekyler at bindes til isgitteret (Kelvineffekten 
[Fletcher et al., 2001]). Iskrystallernes overflade bliver herved kurvet (figur 4), da vandmolekylerne 
ikke kan bindes på det sted i iskrystallen, hvor antifryseproteiner er adsorberet [Willmer et al., 
2005; Ramløv, 2000].  
Antifryseproteinerne har som antifryse−substans en mere potent virkning end de kolligative 
virkende molekyler. Der er blevet observeret frysepunktssænkninger 1000 gange større end, hvad 
der kunne forventes af den molare koncentration af antifryseproteinerne alene [Barrett, 2001; 
Antson et al., 2001; Randall et al., 2002; Willmer et al., 2005]. Selvom det slet ikke er at 
sammenligne med forholdene på polerne, er der en reel risiko for, at fiskene i Roskilde Fjord bliver 
udsat for isfyldt vand, da der i vinterperioden dannes is på overfladen. 
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Figur 4. Til venstre: Antifryseproteiner adsorberet til en iskrystals overflade [www.nsf.gov/pubs/1996/ 
nstc96rp/images/fishbimg.gif]. Til højre: A: Antifryseproteiner (åbne cirkler) adsorberer til iskrystallens plane 
flade. B: Kurvaturdannelse i iskrystallens overflade pga. adsorberet antifryseproteiner, som hæmmer isvækst 
sfa. Kelvineffekten [Fletcher et al., 2001]. 
 
Isvækst ses i rene opløsninger (milli Q−vand) som en cirkelformet isvækst, hvorimod isvæksten 
foregår i spikler, når opløsningen indeholder type III antifryseproteiner. Figur 5 illustrerer 
forskellen i isvæksten, alt efter om opløsningen indeholder antifryseproteiner eller ej.  
 
 
Figur 5. Iskrystalvækst i hhv. milli Q-vand (øverst), i 0,25 M NH4HCO3 (i midten) og i serum fra Z. viviparus 
indeholdende antifryseproteiner (nederst). 0,25 M NH4HCO3 har nogenlunde samme osmolalitet som serum fra 
benfisk. Forstørrelse ca. 100x. Foto: Thomas F. Sørensen. 
 
Selvom der er fundet gener, som koder for antifryseproteiner, i skind, skæl og gæller hos benfisk, 
syntetiseres antifryseproteinerne primært i leveren. I leveren findes antifryseproteinerne lagret, hvor 
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de er inaktiveret ved en signalsekvens i NH2−terminalen. Signalsekvensen klippes af, hvorved 
antifryseproteinet aktiveres og transporteres til blodbanen. Herfra distribueres antifryseproteinerne 
til resten af kroppen med blodet, hvorfor de findes i alle kropsvæsker på nær okularvæsken. 
Antifryseproteinerne findes ikke intracellulært bortset fra i de organer, hvor de syntetiseres som 
f.eks. i hepatocytterne [Fletcher et al., 1998].  
 
Antifryseglykoproteiner og type I−IV antifryseproteiner 
Benfisks antifryseproteiner opdeles i antifryseglykoproteiner og fire typer af antifryseproteiner. 
Inddelingen er baseret på forskelle i proteinernes aminosyresammensætning og rumlige struktur. 
Der eksisterer ikke nogen tydelig sammenhæng mellem taxonomi og forekomsten af 
antifryseprotein−typerne hos fisk. F.eks. kan tæt beslægtede arter have vidt forskellige typer 
antifryseproteiner, mens arter kan have samme type antifryseproteiner på trods af, at de 
slægtsmæssigt er placeret langt fra hinanden [Fletcher et al., 2001]. 
 
Det kan umiddelbart virke ulogisk, at der findes så mange forskellige typer af antifryseproteiner, når 
de alle har samme funktion; nemlig at adsorbere sig til iskrystaller for at hindre isvækst. 
Forklaringen er sandsynligvis, at de forskellige antifryseprotein−typer adsorberes til forskellige 
planer i iskrystallen [Fletcher et al., 2001].  
 
Antifryseglykoproteiner 
Det er glykoproteiner (figur 6) med peptid−rygrad bestående af gentagne (mellem 4–50) 
tripeptid−enheder af typen alanin−alanin−threonin. Hver threonin−enhed er bundet til et disakkarid. 
Der findes mindst otte isoformer af antifryseglykoproteinerne, og de varierer i størrelse fra 2,6 til 33 
kDa afhængigt af antallet af tripeptid−bindingerne. Dette protein er blevet konstateret i seks familier 
inden for antarktiske nothothenioder og i tre familier inden for arktiske og antarktiske torsk 
[DeVries et al., 1969; DeVries et al., 1970; Fletcher et al., 2001].  
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Figur 6. Antifryseglykoprotein−strukturen [Fletcher et al., 2001].  
 
Type I antifryseproteiner 
Denne type proteiner er kendetegnende ved lange, amfipatiske og enkelt strengede -helix peptider 
(figur 7), som varierer i størrelse (3,3–4,5 kDa). Type I antifryseproteiner er opbygget af 3–4 
repeats af 11 aminosyrer; motiv TxxNxxxxxxx. T er threonin, x er overvejende alanin, mens N 
enten er asparagin eller asparaginsyre. Aminosyre–sekvenserne er således domineret af alanin (≈ 60 
%). Type I antifryseproteiner er fundet hos P. americanus, Limanda ferruginea (yellowtail 
flounder), og ulkene Myoxocephalus scorpius (shorthorn sculpin) og M. aenaeus [Fletcher et al., 
2001; Davies et al., 1997]. 
 
 
Figur 7. Type I antifryseprotein−strukturen [Fletcher et al., 2001].  
 
Type II antifryseproteiner 
Disse proteiner er karakteriseret ved at være domineret af cystein (op til 9,1 %) og alanin (op til 
14,4 %), have disulfid-bindinger og være globulære proteiner med en del β−sheets (figur 8). Der ses 
ingen tydelige gentagelser i aminosyre−sekvenserne, og størrelsen varierer mellem 11–24 kDa. 
Type II antifryseproteiner er fundet hos Hemitripterus americanus (sea raven) Clupea harengus 
harengus (atlanterhavssild) og hos Osmerus mordax (smelt fra Nordamerika). Type II 
antifryseproteiner hos C. harengus og O. mordax er afhængige af, at calcium bindes til proteinet 
(hvorved proteinet ændrer konformation) for at blive aktiveret [Fletcher et al., 2001; Barrett, 2001; 
Ramløv, 2000]. 
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Figur 8. Type II antifryseprotein−strukturen [Fletcher et al., 2001]. 
 
 
Type III antifryseproteiner 
Disse antifryseproteiner består af korte β-sheets med en enkelt α−helix drejning, hvorved proteinet 
får en kompakt og globulær foldning (figur 9). Type III antifryseproteiner er ikke domineret af 
nogle specifikke aminosyrer. Størrelsen varierer mellem 6,5–14 kDa og er fundet hos seks 
forskellige arter indenfor familien Zoarcidae (ålekvabber), herunder Z. viviparus, Zoarces 
americanus (ocean pout) og Z. elongatus. Derudover er den fundet i Anarhichas lupus (Wolf fish) 
[Fletcher et al., 2001; Nishimiya et a., 2005]. 
 
 
Figur 9. Type III antifryseprotein−strukturen [Fletcher et al., 2001]. 
 
Type IV antifryseproteiner 
Dette protein er 12 kDa stort. Det indeholder fire amfipatiske α−helixer, som er foldet i 
antiparallelle regioner (figur 10). Type IV antifryseproteinerne indeholder primært glutamin og 
glutamat (26 %), mens alanin kun udgør en mindre del (≈10 %). Er pt. kun fundet hos 
Myoxocephalus octodecimsponosis (en ulke−art, longhorn sculpin) [Deng et al., 1997; Deng et al., 
1998]. 
 
 
Figur 10. Type IV antifryseprotein−strukturen [Fletcher et al., 2001]. 
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Isoformer af type III antifryseproteinerne 
Der findes adskillige isoformer af type III antifryseproteinerne. F.eks. har Z. americanus mindst 12 
isoformer af type III antifryseproteinet, mens Zoarces elongatus Kner har mindst 13 [Nishimiya et 
al., 2005]. Igennem en del år er type III antifryseproteiner i serum fra Z. viviparus blevet oprenset 
og sekventeret. Således findes minimum 13 forskellige isoformer af type III antifryseproteiner i 
serum fra Z. viviparus [Sørensen, upublicerede data], se efterfølgende figur (nr. 11).  
 
SP−grupper: 
Zvafp1  GESVVATQLIPMNTALTPAMMAGKVTNPSGIPFAEMSQIVGKQVNVIVAKGQTLMPDMVKTYAGK 
Zvafp2  GESVVATQLIPMNTALTPAMMAGKVTNPSGIPFAEKSQIVGKQVNVIVAKGQTLMPDMVKTYAGK 
Zvafp3  GESVVATQLIPINTALTPAMMAGKVTNPSGTPFAEKSQIVGKQVNVIVAKGQTIMPDMVKTYAGK 
Zvafp4  GESVVATQLIPINTALTPAMMAGKVTNPSGIPFAEMSQIVGKQVNTPVAKGQTLMPDMVKTYVPAK 
Zvafp5  GESVVATQLIPINTALTPAMMAGKVTNPSGIPFAEMSQIVGKQVNRPVAKGQTLMPDMVKTYVPAK 
Zvafp6  GESVVATQLIPMNTALTPAMMAGKVTNPSGIPFAEMSQIVGKQVNRPVAKGQTLMPDMVKTYVPAK 
Zvafp7  GESVVATQLIPMNTALTLAMIEGKVTNPSGIPFAEKSQIVGKQVNTPVAKGQTLMPDMVKTYVPAK 
Zvafp8  GESVVATQLIPMNTALTLVMMEGKVTNPIGIPFGERDQIVGKQVNVIVAKGQTIMPDMVKTYAGK 
Intermediær mellem SP− og QAE−gruppe: 
Zvafp9 NQASVVANQLIPINTALTLAMIEGKVTNPSGIPFAEMSQIVGKQVNVIVPKGHTIMPIMVKTYAGK 
QAE−grupper: 
Zvafp10 NQESVVAAVLIPINTALTVGMMTTRVVSPTGIPAEDIPRLISMQVNQVVPMGTTLMPDMVKGYAPA 
Zvafp11 NQESVVAAVLIPINTALTVGMMTTRVVSPTGIPAEDIPRLISMQVNQVVPMGTTLMPDMVKGYTPA 
Zvafp12 NQASVVANQLIPINTALTLVMMRSEVVTPMGIPAVDIPRLVSMQVNRAVPLGTTLMPDMVKGYTPA 
Zvafp13 NQASVVANQLIPINTALTLVMMRAEVVTPMGIPAVDIPRLVSMQVNRAVPLGTTLMPDMVKGYAPA 
Figur 11. Oversigt over type III antifryseprotein-isoformernes aminosyre−sekvenser opdelt efter, om de tilhører 
hhv. SP−, QAE−gruppen eller en mellemting mellem de to. De lodrette markeringer angiver de aminosyrer, som 
kan genfindes i alle isoformerne [Sørensen, upublicerede data]. 
 
De 13 isoformer af type III antifryseproteiner kan opdeles i en QAE−Sephadex gruppe og en 
SP−Sephadex gruppe. Denne opdeling er dannet på baggrund af, hvordan isoformerne bindes til  
Sephadex kolonne−materialet ved ionbytterkromatografi. Isoformerne, som hører til indenfor 
QAE−Sephadex gruppen, har et isoelektrisk punkt under pH 7, hvorfor de bindes til 
anionbyttermaterialet Quarternary Amine. Isoformerne under SP−Sephadex gruppen bindes til 
kationbyttermaterialet SulfoPropyl, da de har et isoelektrisk punkt på omkring 8. QAE’erne og 
SP’erne er homologe i ca. 55 % af deres sekvenser. Isoformerne under QAE−gruppen er homologe i 
ca. 75 %, mens der er ca. 90 % homologi mellem isoformerne under SP−gruppen [Nishimiya et al, 
2005]. Antifryseproteinerne under QAE−gruppen er mere potente i henhold til termisk hysterese 
end antifryseproteinerne under SP−gruppen. Den termiske hysterese er således lavere hos 
isoformerne under SP−gruppen, men øges til gengæld, når SP−antifryseproteiner kombineres med 
blot en lille mængde af QAE’erne. Tilstedeværelsen af både QAE’ere og SP’ere findes ikke hos alle 
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fisk med antifryseproteiner, men er blevet påvist i Z. americanus og Z. viviparus [Nishimiya et al., 
2005; Sørensen et al., 2006]. SP’erne starter deres aminosyre−sekvens med GES og slutter med K, 
mens QAE’erne starter aminosyresekvensen med NQ og slutter med A. Af de 13 isoformer af type 
III antifryseproteinerne tilhører 8 af disse SP−gruppen (Zvafp1−8), men de resterende tre tilhører 
QAE−gruppen (Zvafp10−13). En enkelt isoform (Zvafp9) starter aminosyre−sekvensen som en 
QAE’er, men slutter den af som en SP’er, hvorfor den er placeret som en intermediær isoform 
mellem SP’erne og QAE’erne [Sørensen et al., 2006; Sørensen, upublicerede data; Albers et al., 
2005]. 
 
Type III antifryseproteiner fra Z. viviparus serum fra Isefjorden er blevet oprenset, og det 
resulterende kromatogram (figur 12) viste 10 større toppe. Alle 10 toppe blev undersøgt for 
eventuel termisk hysterese aktivitet, og det viste sig, at 9 af de disse toppe (nr. 2−10) havde 
aktivitet. Det blev samtidig konstateret, at top 7, 8 og 9 havde det højeste niveau af termisk 
hysterese aktivitet, mens nr. 2, 4, 5, 6 og 10 havde det laveste niveau. Antifryseproteinerne i top 
2−6 tilhører SP’erne, mens det er QAE’ere i top 7−10 [Albers et al. 2005].  
 
 
Figur 12. Kromatogram over HPLC-oprenset antifryseproteiner (0,2 mg) i serum fra Z. viviparus fanget i 
Isefjorden. De større toppe er nummeret fra 1-10. Den øverste kurve viser absorptionen ved 230 nm og den 
nederste 280 nm [Albers et al., 2006]. 
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Figur 13 illustrerer det termiske hysterese niveau gennem de forskellige årstider i serum fra Z. 
viviparus. Der er en klar tendens henimod, at produktion af antifryseproteiner følger en årlig cyklus, 
hvor produktionen er høj i vintermånederne (termisk hysterese aktivitet på > 1,2 °C), mens der stort 
set ingen termisk hysterese er i sommermånederne (< 0,1 °C) [Sørensen, et al., 2001]. 
 
Figur 13. Termisk hysterese i serum fra Z. viviparus fanget i Roskilde fjord i 1999−2000 og vandtemperaturer. 
5−22 serum−udtagninger er poolet i samme prøve med undtagelse af 1. april 1999 (n= 3) og 12. marts 2000 (n=2). 
Værdierne repræsenterer gennemsnittet af replikaterne fra de poolede prøver [Sørensen 2002]. 
 
En undersøgelse har vist, at i sommermånederne, hvor den termiske hysterese er lav i serum hos Z. 
viviparus, er det isoformerne 4, 5 og 6, som er de dominerende type III antifryseproteiner (figur 14). 
 
 
Figur 14. Oprensning af 1 ml protein i serum fra Z. viviparus fra den 29. september 2005. Antifryseproteinerne 
2−3, 4−6 og 8−9 er vokset sammen [Asaa et al., 2005]. Nummeringen af toppene er dannet på baggrund af en 
visuel sammenligning med figur 12. 
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Samme undersøgelse viste, at i vintermåneder, hvor den termiske hysterese er høj, er det de mere 
potente antifryseproteiner, som dominerer. Det er illustreret i figur 15, hvor toppene 7, 8 og 9 er 
steget markant gennem oktober og november 2005 [Asaa et al., 2005]. 
 
  
Figur 15. Oprensning af 1 ml antifryseproteiner i serum fra Z. viviparus fra den 21. nov. 2005. Toppene 4−6 og 
8−9 er vokset sammen [Asaa et al., 2005]. Nummeringen af toppene er dannet på baggrund af en visuel 
sammenligning med figur 12. 
 
Udskillelse/nedbrydelse af antifryseproteiner 
Der er flere måder, hvorpå antifryseproteiner fjernes fra kropsvæskerne. Udover at blive nedbrudt 
og omdannet bliver antifryseproteinerne i nogle fisk også udskilt med urinen. Det er ikke 
fuldstændig klarlagt, hvorledes fjernelsen af antifryseproteinerne foregår hos Z. viviparus.  
Nogle fisks nyrer er aglomerulære, hvilket betyder, at disse nyrer ikke indeholder glomeruli. En 
konsekvens af dette er blandt andet, at alle proteiner ikke filtreres ud gennem nyrerne og ikke bliver 
udskilt med urinen [Randall et al., 2002]. Dette fænomen gælder f.eks. for de antarktiske fisk. Det 
er kendt, at der i serum hos P. americanus, H. americanus, Z. americanus og Gadus morhua (torsk) 
findes antifryseproteiner i vintermånederne. Der er desuden blevet observeret antifryseproteiner i 
urinen hos disse fire fiskearter [Fletcher et al., 1998], hvilket ikke er overraskende, da disse arter 
alle besidder funktionelle glomeruli. 
 
Undersøgelser af urinen hos M. scorpius og Lycodichthys dearborni (antarktisk ålekvabbe) har vist, 
at disse to fisk har lavere koncentrationer af antifryseproteiner i urinen end i serum på trods af, at 
der findes glomeruli i deres nyrer. En forklaring på dette kan være, at disse fisks glomeruli ikke er 
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fuldt funktionsdygtige, hvorfor størstedelen af proteinerne bevares i serum i stedet for at blive 
udskilt til urinen [Fletcher et al., 1998]. Det er stadig uvist, om Z. viviparus har glomeruli i nyrerne 
eller er aglomerulær. Men da Z. viviparus og L. dearborni taxonomisk tilhører samme familie, 
kunne man forestille sig, at Z. viviparus’ nyrer anatomisk ligner L. dearbornis. Antifryseproteinerne 
bliver således i nogen grad udskilt i urinen hos L. dearbornis, mens den resterende del af 
antifryseproteinerne bliver reabsorberet [Fletcher et al., 1998]. Det samme kan tænkes at være 
gældende for Z. viviparus, hvis den, som L. dearbornis, besidder ikke fuldstændigt funktionsdygtige 
glomeruli i nyrerne. En undersøgelse har vist, at Z. viviparus har antifryseproteiner i urinen. 
Koncentrationen i urinen viste sig dog at ligge på et lavere niveau sammenlignet med niveauet i 
serum, og i enkelte tilfælde kunne der ikke registreres nogen antifryseprotein−aktivitet på trods af 
aktivitet i serum [Sørensen, upublicerede data].  
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5. Reguleringen af antifryseprotein−syntesen hos forskellige benfisk 
 
I dette kapitel gennemgås eksempler på, hvordan reguleringen af antifryseprotein−syntesen foregår 
hos forskellige benfisk. Det er et område, som ikke er fuldstændig klarlagt, og det samme er 
gældende for hovedparten af de fisk, som gennemgås i dette kapitel. Derfor er der inddraget 
undersøgelser, som kan give en indikation af, hvad der synes at være de væsentlige faktorer i 
reguleringen af antifryseprotein−syntesen.  
 
Der er lagt størst vægt på gennemgangen af syntese−reguleringen af P. americanus’ 
antifryseproteiner. Det skyldes, som tidligere nævnt, at undersøgelserne i dette speciale tager 
udgangspunkt i den eksisterende viden om denne benfisks protein−regulering. Produktionen af 
antifryseproteiner hos Z. viviparus og P. americanus kan nemlig formodes at blive reguleret ud fra 
samme mekanismer. Denne antagelse finder sin berettigelse i, at begge fisk er bentiske, lever 
kystnært under nogenlunde samme temperaturniveauer samtidig med, at deres synteser af  
antifryseproteiner følger samme årlige cykler med høj antifryseaktivitet om vinteren og lav 
antifryseaktivitet om sommeren.  
 
Pseudopleuronectes americanus 
 
 
Figur 16. P. americanus [www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php? 
ID=534&genusname=Pseudopleuronectes&speciesname=americanus, 13.09.06].  
 
P. americanus (figur 16) er en fladfisk, som tilhører familien Pleuronectidae. Den findes langs 
kysterne i Atlanterhavet omkring Canada og det nordøstlige USA. Vandtemperaturen, som P. 
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americanus lever i, svinger fra ca. 16 °C om sommeren og ned til −1,6 °C om vinteren. Det er en 
bentisk fisk, som man finder på dybder mellem 5 − 100 m. Den har en oval flad krop og bliver 
oftest omkring 30 cm lang. De fleste eksemplarer er rødbrune med sorte små pletter på oversiden, 
mens undersiden oftest er hvid. Den lever af bundlevende dyr, som rejer, krabber, tanglopper og 
snegle [Fletcher et al., 1998; www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php?ID=524& 
genusname=Pseudopleuronec tes&speciesname=americanus, 13.09.06; Migdalski et al., 1976]. 
 
I vintermånederne ses en høj antifryseaktivitet hos P. americanus, mens der i sommermånederne 
ses en meget lav termisk hysterese [Idler et al., 1989]. Der er geografisk forskel på, hvornår den 
termiske hysterese forøges i serum hos P. americanus. I Newfoundland og ved Long Island stiger 
den termiske hysterese fra november, mens forøgelsen af termisk hysterese først sker i januar i 
populationer ved New Brunswick. En forklaring på denne forskel kan være, at vandtemperaturerne i 
Newfoundland og ved Long Island allerede i november er nede på 4 °C, mens  vandtemperaturen i 
New Brunswick først bliver så kold i januar. Den termiske hysterese falder igen omkring 
februar/marts for populationerne ved Long Island, hvorimod det samme først sker omkring maj for 
populationerne ved Newfoundland [Price et al., 1990]. Denne geografiske forskel i 
antifryseaktiviteten kan umiddelbart ikke forklares ved temperaturforskelle i områderne, da vandet 
ved Newfoundland er koldere i længere tid end ved Long Island. Den sandsynlige forklaring herpå 
er således lyslængder og hormonelle responser [Price et al., 1990]. 
 
Undersøgelser har vist, at lys er udgangspunktet for reguleringen. Som følge af sommermånedernes 
lange dage sker der en udskillelse af væksthormoner (bilag I), hvilket stimulerer produktionen af 
IGF−1 (bilag I) i leveren. IGF−1 medfører en inaktivering af C/EBPα via en defosforylering 
og/eller en inhibering af AEP−produktionen. Begge disse veje hæmmer transkriptionen af 
antifryseprotein−generne i leveren [Fletcher et al., 2001].  
De få timers daglige lyspåvirkninger i vintermånederne hæmmer frigivelsen af væksthormoner fra 
hypofysen, hvilket tillader produktionen af antifryseproteiner. Forklaringen på dette er, at C/EBPα 
forbliver aktiveret samtidig med, at der produceres AEP’er, når der ikke syntetiseres 
væksthormoner. GHRH (bilag I), som frigives i sommermånederne, og somatostatin (bilag I), som 
frigives i vinterperioden, er hypothalamus−hormoner, som henholdsvis har en stimulerende og en 
hæmmende effekt på frigivelsen af væksthormon fra hypofysen [Fletcher et al., 2001] (figur 17). 
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Figur 17. Regulering af P. americanus’ antifryseproteinsyntese. CNS=centralnervesystemet, GHRH=growth 
hormone-releasing hormone, GH=growth hormone/væksthormoner, IGF−1=insulin-like growth factor−1, 
C/EBPα=CCAAT/enhancer−binding protein , AEP=antifreeze enhancer−binding protein [Fletcher et al., 2001]. 
 
Temperaturen synes ikke at spille en afgørende rolle i forhold til reguleringen af 
antifryseprotein−syntesen hos P. americanus. Undersøgelser har dog vist, at vandtemperaturerne 
skal være under ca. 6−8 °C for, at der kan ske en øget expression af antifryseprotein−mRNA’et i 
leveren. Ved høje temperaturer (f.eks. stuetemperatur) ser man en destabilisering af mRNA’et 
kodende for antifryseproteinerne [Vaisius et al., 1989]. 
 
Osmerus mordax 
O. mordax (figur 18) er en pelagisk fisk (tilhører familien Osmeridae), som primært findes langs 
kysterne ned til 150 m. og indsøer i Nordamerika. Den findes hovedsagligt i havvand, men gyder i 
fersk− og brakvand [www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php?ID=253&genusname= 
Osmerus&speciesname=mordax+mordax., 20.03.07]. Den bliver omkring 20 cm lang og er 
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kendetegnet ved at være sølvskinnende med tydelige laterale linier, en slank krop samt et skælløst 
hoved. Den lever af zooplankton, primært vandlopper [Migdalski et al., 1976]. 
  
 
Figur 18. O. mordax [www.fishbase.com/Photos/ 
PicturesSummary.cfm?ID=253&what=species. 20.03.07]. 
 
O. mordax’s sæsonmæssige mønster i termisk hysterese (type II antifryseproteiner) ligner Z. 
viviparus’ [Fletcher et al., 2001]. Der er højst aktivitet af termisk hysterese i serum om vinteren, 
mens aktiviteten er lav om sommeren. Til forskel fra Z. viviparus udgør antifryseproteinerne ikke 
det væsentligste forsvar mod frysning hos O. mordax. Det er blevet observeret, at når 
vandtemperaturerne ligger på omkring −1,5 °C, sænker antifryseproteinerne frysepunktet med ca. 
0,25 °C via den termiske hysterese, mens glycerol sænker frysepunktet med ca. 0,5 °C som følge af 
de kolligative egenskaber [Lewis et al., 2004].  
 
I en undersøgelse [Lewis et al., 2004] fra Newfoundland blev en gruppe af O. mordax fanget i 
november måned, hvor vandtemperaturen var på 11 °C. Under hele undersøgelsen blev fiskene 
eksponeret for de naturlige lysmængder under undersøgelsesperioden. Fiskene blev fordelt i to 
tanke, hvor vandet i den ene tank havde samme vandtemperatur, som fisken ville blive udsat for 
under normale forhold. I den anden tank blev fiskene udsat for vandtemperaturer mellem 7−12 °C 
under hele forsøget. Fire måneder efter blev en gruppe fisk fra førstnævnte tank flyttet over i et 
separat tank med vandtemperaturer mellem −1 og −1,5 °C. Det blev observeret, at aktiveringen af 
antifryseprotein−syntesen hos O. mordax ikke syntes at blive reguleret af vandtemperaturer, da alle 
fisk, uanset vandtemperaturer, havde samme termiske hysterese aktivitet og aktiveringsmønster. Til 
gengæld syntes nedbrydningen/udskillelsen af antifryseproteiner at være styret af 
vandtemperaturerne. De fisk, der blev opbevaret i kar med kolde vandtemperaturer, opretholdt 
niveauet af den termiske hysterese aktivitet, mens den forsvandt hos fisk i det varmere vand [Lewis 
et al., 2004]. 
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Hemitripterus americanus 
 
 
Figur 19. H. americanus [www.mbl.edu/marine_org/ 
marine_org.php?func=detail&myID=F4097. 23.03.07]. 
 
H. americanus (figur 19) tilhører familien Hemitripteridae og findes i det nordvestlige Atlanterhav, 
fra Labrador (Canada) til Chesapeake Bay i USA, hvor den lever på bunden mellem sten og grus. 
Den bliver op til 65 cm lang og ernærer sig blandt andet af krebsdyr og fisk [Migdalski et al., 1976; 
www.fishbase.com/Summary/SpeciesSummary.php?id=4097. 27.03.07]. 
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Figur 20. Termisk hysterese for H. americanus. Blå kurve: termisk hysterese (venstre y-akse). Rød kurve: 
vandtemperaturer (højre y-akse). X akse angiver månederne [Tegnet efter Fletcher et al., 1984]. 
 
En tidligere undersøgelse  [Fletcher et al., 1984] viser, at antifryseproteiner er til stede i serum hos 
H. americanus året rundt. Figur 20 illustrerer resultaterne fra denne undersøgelse, hvor man 
umiddelbart får indtrykket, at termisk hysterese er høj i vintermånederne. Undersøgelsen viser 
imiddlertid, at dels har mellem 40−50 % af fiskene i vintermånederne ikke et højere niveau af 
termisk hysterese i forhold til sommer−niveauet, og dels er der en stor variation mellem de 
individuelle fisks niveau af termisk hysterese [Fletcher et al., 1984]. Det er derfor ikke muligt ud fra 
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denne undersøgelse at påvise en eventuel højere termisk hysterese i vinterperioden. Det kan tyde på, 
at H. americanus enten producerer antifryseproteiner hele året, eller at tabet (udskillelse, 
nedbrydning, turn over m.m.) af proteinerne er meget lavt [Fletcher et al., 1984]. 
 
Zoarces americanus 
Z. americanus (figur 21) tilhører familien Zoarcidae. Det er en bentisk fisk, som både kan findes i  
brak− og havvand. Den lever på dybder mellem 0−180 m i det nordvestlige Atlanterhav, fra 
Labrador i Canada til Delaware i USA [www.fishbase.com/Summary/SpeciesSummary.php? 
id=480. 23.03.07]. Den har en aflang og tynd krop og kan blive op til 1 m lang. Den har små 
bugfinner og sammenvoksede ryg−, hale− og gatfinne. Den lever af bentiske dyr som krebsdyr og 
orme [Carl, 2003]. Den har type III antifryseproteiner i serum [Wilson, 2005]. 
 
 
Figur 21. Z. americanus [www.fishbase.com/ 
Photos/ThumbnailsSummary.php?ID=480. 23.03.07] 
 
I et tidligere forsøg er den termiske hysterese blevet undersøgt i eksemplarer af Z. americanus 
fanget i henholdsvis Newfoundland og New Brunswick [Fletcher et al., 1984]. Alle fisk blev under 
hele undersøgelsesperioden udsat for samme niveauer af vandtemperaturer og lyspåvirkninger, og 
disse faktorer blev afstemt efter de naturlige niveauer for den gældende årstid.  
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Figur 22. Årsvariationen i termisk hysterese i serum fra Z. americanus fanget ved hhv.  
Newfoundland (blå kurve) og New Brunswick (rød kurve) [Tegnet fra Fletcher et al., 1984]. 
 
Undersøgelsen viste (figur 22), at fiskene fanget i New Brunswick følger nogenlunde samme 
niveauer af termisk hysterese, som vi har set hos Z. viviparus fanget i Roskilde fjord. En lav 
aktivitet i sommermånederne, mens aktiviteten stiger i vintermånederne. Samme mønster blev 
observeret hos de Z. americanus, som blev fanget i Newfoundland, her er den termiske hysterese 
dog bemærkelsesværdigt højere både i vinter− og sommermånederne [Fletcher et al., 1984]. Det 
tyder således på, at fiskene fra Newfoundland producerer antifryseproteiner året rundt eller har en 
meget lav udskillelse af antifryseproteiner. 
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6. Materiale og metode 
 
Vores analyser er baseret på nedenstående forsøg: 
• Temperatur: 3 stk. udført i henholdsvis foråret, sommeren og efteråret 2006. Under disse 
forsøg blev fiskene udsat for 4 og 14/20 °C for at undersøge eventuelle effekter på termisk 
hysterese i serum. 
• Lys: 3 stk. udført i henholdsvis foråret, sommeren og efteråret 2006. I disse forsøg blev fisk 
udsat for henholdsvis 6 og 18 timers lyspåvirkninger for at belyse eventuelle effekter på 
termisk hysterese i serum. 
• Somatostatin: 2 stk. udført i henholdsvis juli og august 2006. I disse forsøg blev fiskene enten 
injiceret med somatostatin eller NaCl (placebo) for at undersøge, om somatostatin havde 
nogen indvirkning på den termiske hysterese i serum. 
 
I det følgende beskrives: 
• Forsøgsopstillingerne  
• Oprensning af antifryseproteiner søjlekromatografisk. Dette for at undersøge om samme 
isoformer af type III antifryseproteiner udtrykkes ved forskellige niveauer af termisk hysterese 
såvel under normale som under eksperimentelle forhold. 
• Oprensning af mRNA kodende for antifryseproteiner, første strengs cDNA syntese og PCR 
procedure. Målet med at oprense mRNA for fisk med henholdsvis høje og lave aktiviteter af 
termisk hysterese under forskellige påvirkninger var at undersøge eventuelle forskelle i 
expressionen af mRNA i leveren. 
 
Serum− og leverprøver 
Til vores undersøgelser er 197 stk. Z. viviparus (vægt mellem 25 og 140 g, længde mellem 15 og 28 
cm) blevet indsamlet i Roskilde Fjord. Hovedparten af fiskene blev fanget tæt på Veddelev havn i 
åleruser af en lokal fisker. Fiskene til temperaturforsøg 1 og lysforsøg 1 blev dog fanget tæt på Risø 
i egne ruser. Efter transport til Roskilde Universitetscenter blev de placeret i 75 liters kar indpakket 
i sort plastik for at undgå lyspåvirkning udefra. Karrene blev fyldt med filtreret vand (netstørrelse 
100 µm) hentet fra Roskilde Fjord (salinitet mellem 11 − 14 ‰). Ca. en tredjedel af vandet i karrene 
 31
blev udskiftet en gang ugentligt. Vandet blev under hele forløbet suppleret med oxygen (Trixie, 
8731) og renset af ved hjælp af filtre (Eheim Ecco, 2232). 
 
Blodprøver fra fiskene blev udtaget fra den caudale vene (halevenen) med 1 eller 5 ml sprøjter og 
23 gauge kanyler. Under blodprøvetagningen var alle fisk bedøvet med 3−aminobenzosyre 
ethylester (benzocain) (Fluka Chemie, CH−9471 Buchs, Tyskland). Doseringen var 1−2 ml af 10 % 
(w/v) ethanol opløsning i 2 liter vand. Efter blodprøvetagningen blev fisken aflivet. Leveren blev 
dissekeret ud, frosset i flydende kvælstof og efterfølgende opbevaret ved −80 °C til videre 
forarbejdning. 
Blodprøverne stod ved 5 °C i et døgn, så blodcellerne kunne bundfælde. Prøverne blev herefter 
centrifugeret ved 7000 rpm i 7 minutter. Supernatanten (serum) blev taget fra og opbevaret ved −80 
°C. 
 
I samtlige temperaturforsøg blev fiskene aklimatiseret til de nye temperaturer over et døgn. Det vil 
sige, at temperaturen over et døgn langsomt enten blev hævet eller sænket, så fiskene kunne vænne 
sig til de nye forhold. 
 
Temperaturforsøg 1 og lysforsøg 1 
Fiskene blev fanget den 6. april 2006 i Roskilde Fjord ved Risø. Vandtemperaturen var på dagen 2 
°C og saliniteten 11 ‰. 40 fisk blev fordelt i to klimarum, hvor temperaturen var henholdsvis ca. 4 
og 20 °C. I hvert klimarum blev fiskene fordelt i to kar, hvor det ene kar blev lyspåvirket i 6 timer i 
døgnet og det andet 18 timer i døgnet. Der blev udtaget blod− og leverprøver fra fire fisk (en fisk 
fra hvert af de fire kar) følgende dage: 6. april, 18. april, 27. april, 16. maj, 22. maj, 6. juni og 21. 
juni 2006. Tabel 1 giver en oversigt over disse forsøg. 
 
Kar 1 Kar 2 Kar 3 Kar 4 
20 °C 20 °C 4 °C 4 °C 
18 timers lys 6 timers lys 18 timers lys 6 timers lys 
10 fisk 10 fisk 10 fisk 10 fisk 
 Tabel 1. Opstilling for temperatur− og lysforsøg 1. Forsøgsperiode: 6/4-21/6-06. 
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Temperaturforsøg 2 og lysforsøg 2 
I det andet forsøg blev 42 fisk fanget i Roskilde Fjord ved Veddelev havn den 29. juni 2006. 
Vandtemperaturen var 20 °C og saliniteten 13 ‰. Fiskene blev fordelt i to klimarum med 
henholdsvis 4 og 20 °C og i fire kar efter samme princip som i temperatur− og lysforsøg 1. For at 
reducere stress−niveauet hos fiskene blev karrene forsynet med et par store sten. 
Mortalitetsraten var høj blandt fiskene opbevaret ved ca. 20 °C, og den 24. juli var alle fiskene, 
opbevaret ved denne temperatur, døde på trods af, at vandet blev skiftet ca. hver anden dag. 
Der blev udtaget blodprøver og leverprøver fra fisk i de resterende kar den 29. juni, 12. juli, 19. juli, 
26. juli og 2. august efter samme princip som i temperatur− og lysforsøg 1. Tabel 2 giver en 
oversigt over temperatur− og lysforsøg 2. 
 
Kar 1 Kar 2 Kar 3 Kar 4 
20 °C 20 °C 4 °C 4 °C 
18 timers lys 6 timers lys 18 timers lys 6 timers lys 
10 fisk 10 fisk 10 fisk 10 fisk 
  Tabel 2. Opstilling for temperatur− og lysforsøg 2. Forsøgsperiode: 29/6-2/8-06. 
 
Temperaturforsøg 3 og lysforsøg 3 
20 fisk blev fanget i Roskilde Fjord tæt ved Veddelev havn den 25. september 2006, hvor 
vandtemperaturen var 20 °C og saliniteten 13 ‰. Fiskene blev fordelt i to kar i et klimarum med en 
temperatur på ca. 4 °C. Det ene kar blev lyspåvirket 6 timer i døgnet og det andet 18 timer i døgnet. 
Tabel 3 giver en oversigt over temperatur− og lysforsøg under denne del af forsøget. 
 
Kar 1 Kar 2 
4 °C 4 °C 
18 timers lys 6 timers lys 
10 fisk 10 fisk 
Tabel 3. Opstilling for temperatur− og lysforsøg 3 
ved 4 °C vand. Forsøgsperiode: 25/0-23/10-06.  
 
Begge kar blev efter 4 uger, den 23. oktober 2006, flyttet til et klimarum med en rumtemperatur på 
ca. 14 °C. I de forrige forsøg opbevarede vi fiskene ved henholdsvis ca. 4 og ca. 20 °C, men på 
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grund af den høje mortalitetsrate hos fiskene ved 20 °C valgte vi i dette forsøg at opbevare fiskene 
ved ca. 4 og 14 °C. Tabel 4 viser den resterende del forsøgsopstillingen af temperatur− og lysforsøg 
3.  
 
Kar 1 Kar 2 
14 °C 14 °C 
18 timers lys 6 timers lys 
5 fisk 5 fisk 
Tabel 4. Opstilling for temperatur− og lysforsøg 3  
ved 14 °C vand. Forsøgsperiode: 23/10-20/11-06. 
 
Der blev udtaget blod− og leverprøver fra en fisk fra hvert kar den 26. september, 2. oktober, 9. 
oktober, 16. oktober, 23. oktober, 31. oktober, 6. november, 13. november og 20. november 2006 
 
Somatostatin forsøg 1 
15 fisk blev fanget lige uden for Veddelev havn den 18. juli 2006. De blev fordelt i 3 hyttefade 
(60x40x40 cm, med lufthuller på sider og gitterlåge i den ene ende) ved Risø på ca. 1 meters dybde. 
Vandtemperaturen var den dag 21 °C og saliniteten 13 ‰.  
 
Dosering af somatostatin (Somatostatin 14, C76H104N18O19S2, F.W. 1637.88. Min. 97 %) blev givet 
med udgangspunkt i forskrift fra Mayer et al. (1994). Fiskene vejede i gennemsnit 40 g og blev 
injiceret med 1 µg somatostatin pr. gram legemsvægt (vådvægt). Dosering pr. fisk var således 40 µg 
pr. injicering. 1 mg somatostatin blev opløst i 10 ml 0,6 % NaCl, og fiskene blev injiceret med 0,4 
ml opløsning pr. injektion. Fiskene, som fik NaCl (placebo), fik samme volumen væske injiceret.  
 
Den 18. juli 2006 blev fiskene i hyttefad 1 injiceret med NaCl i halemusklen, mens fiskene i 
hyttefad 2 blev injiceret med somatostatin ligeledes i halemusklen, mens fiskene i hyttefad 3 blev 
injiceret med somatostatin intraperitonelt. Der blev desuden taget blodprøver fra 2 fisk, som 
fungerede som kontroller.  
Tabel 5 viser forsøgsopstillingen af somatostatin forsøg 1.  
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Hyttefad 1  Hyttefad 2 Hyttefad 3 
NaCl injiceret i halemuskel Somatostatin injiceret i halemuskel Somatostatin injiceret intraperitonelt 
5 fisk 5 fisk 5 fisk 
Tabel 5. Opstilling for somatostatin forsøg 1. Forsøgsperiode: 18/-21/7-06. 
 
Den 21. juli 2006 var alle fiskene i alle tre hyttefade døde, hvorfor forsøget blev afsluttet.  
 
Somatostatin forsøg 2 
På baggrund af erfaringerne fra somatostatin forsøg 1 blev somatostatin forsøg 2 udført på Roskilde 
Universitetscenter.  
 
28 fisk blev fanget den 4. august 2006 tæt ved Veddelev havn. Fiskene blev fordelt i fire kar. To 
blev placeret i et klimarum med en temperatur på 4 °C, og lyspåvirket i hhv. 6 og 18 timer i døgnet. 
De to andre kar blev placeret i et klimarum med en temperatur på 14 °C og fik samme 
lyspåvirkninger som karrene i 4 °C rummet. Tabel 6 viser forsøgsopstillingen for somatostatin 
forsøg 2. 
 
Kar 1 Kar 2 Kar 3 Kar 4 
Somatostatin injiceret 
intraperitonelt 
NaCl injiceret 
intraperitonelt 
Somatostatin injiceret 
intraperitonelt 
NaCl injiceret 
intraperitonelt 
4 °C 4 °C 14 °C 14 °C 
6 timers lys 18 timers lys 6 timers lys 18 timers lys 
6 fisk 6 fisk 6 fisk 6 fisk 
Tabel 6. Opstillingen af somatostatin forsøg 2. Forsøgsperiode: 4/8-5/9-06. 
 
Der blev taget blodprøver fra 4 fisk (en fisk fra hvert kar) følgende dage: 4. august, 7. august, 8. 
august, 15. august, 23. august, 30. august samt 5. september 2006. 
 
Termisk hysterese 
Termisk hysterese i serum blev målt på et nanoliter osmometer (Clifton Technical Physics, 
Hartford, NY, USA) tilsluttet et mikroskop og kølebad. Prøverne blev påsat prøvebrønden ved 
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hjælp af et udtrukket kapillarrør. Prøverne blev hurtigt frosset til −40 °C og derefter langsomt 
opvarmet, så smeltepunktet kunne registreres. Prøverne blev derefter genfrosset og langsomt 
opvarmet til en temperatur lige under smeltepunktet, så der kun var en minimal iskrystal tilbage. 
Temperaturen blev herefter meget langsomt sænket indtil iskrystallen (i tilfælde med 
antifryse−aktivitet) hurtigt voksede i spikler, og temperaturen registreredes som 
hysteresefrysepunktet. Uden antifryse−aktivitet vokser iskrystaller cirkulært. Ved isvækst er 
frysepunktet opnået. Processen blev gentaget to til tre gange med hver prøve. Den termiske 
hysterese blev fastsat som gennemsnittet af disse målinger. 
 
Oprensning af type III antifryseproteinet 
Type III antifryseprotein fra Z. viviparus blev oprenset søjlekromatografisk over tre trin.  
 
Tabel 8−11 er oversigter over de prøver (A, B, C og D), som er blevet oprenset i dette forsøg. 
Serum fra flere fisk blev blandet for at få nok materiale til oprensningen. I tabellerne fremgår det, 
hvor mange serum−udtagninger der er poolet i den enkelte prøve. Desuden er termisk hysterese, 
forsøgslængde og temperaturpåvirkning oplyst. Hvis fiskene lige før proteinoprensningen var fanget 
i Roskilde Fjord, fremgår det i tabellen som −.  
 
Fisk Termisk hysterese Forsøg Forsøgslængde/eksponeringstid Temperatur 
1 0,68 °C Temperaturforsøg 2 34 dage 4 °C 
2 0,73 °C Temperaturforsøg 2 34 dage 4 °C 
             Tabel 8. Prøve A. 
 
Fisk Termisk hysterese Forsøg Forsøgslængde/eksponeringstid Temperatur 
1 0,05 °C Temperaturforsøg 2 − 20 °C 
2 0,02 °C Temperaturforsøg 2 − 20 °C 
3 0,12 °C Temperaturforsøg 2 13 dage 4 °C 
4 0,32 °C Temperaturforsøg 2 20 dage 4 °C 
5 0,31 °C Temperaturforsøg 2 20 dage 4 °C 
             Tabel 9. Prøve B. 
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Fisk Termisk hysterese Forsøg Forsøgslængde/eksponeringstid Temperatur 
1 0,50 °C Somatostatinforsøg 2 14 dage 4 °C 
2 0,65 °C Somatostatinforsøg 2 22 dage 4 °C 
3 0,40 °C Somatostatinforsøg 2 14 dage 4 °C 
4 0,29 °C Somatostatinforsøg 2 22 dage 4 °C 
                          Tabel 10. Prøve C. 
 
Fisk Termisk hysterese Forsøg Forsøgslængde/eksponeringstid Temperatur 
1 0,70 °C Somatostatinforsøg 2 31 dage 4 °C 
2 0,60 °C Somatostatinforsøg 2 31 dage 4 °C 
             Tabel 11. Prøve D. 
 
Trin 1: Sephacryl−100 HR  
Ca. 0,7−1 ml serum blev oprenset på en 100 × 1,5 cm kolonne med Sephacryl−100 HR koblet til en 
Econo Pump, (Bio−Rad Laboratories). Sephacryl−100 HR adskiller proteiner, der ligger indenfor 
intervallet 1−100 kDa. Der blev anvendt en 50 mM NH4HCO3
 
buffer (Riedel−de Haën AG). 
Flowraten var 0,3 m/min og, fraktioner af 3 ml blev opsamlet på en Model 2110 Fraction Collector 
(Bio−Rad Laboratories).  
Oprensningen på dette trin sker på baggrund af proteinstørrelser, hvor de største proteiner passerer 
hurtigst igennem kolonnen. Fraktionerne blev analyseret for proteinindhold ved aflæsning af 
absorbans ved 230 nm på et UV−visible Recording Spectrofotometer UV-160 (Shimadzu 
corporation). Fraktioner med proteinindhold blev undersøgt for termisk hysterese, og fraktionerne 
med aktivitet blev frysetørret til videre oprensning.  
 
Trin 2: Superdex 30 prep grade 
Næste trin i oprensningen blev foretaget på en 1 × 30 cm kolonne med Superdex 30 prep grade 
koblet til et ÄKTA−basic 100 system (P−901, Amersham Pharmacia Biotech) ved hjælp af en 
kolonne. 50 mM NH4HCO3
 
blev brugt som buffer med en flow rate på 0,5 ml/min. 1 ml−fraktioner 
blev opsamlet på en Frac−900 fraktionsopsamler (Amersham Pharmacia Biotech), og absorbansen 
aflæst ved 230 og 280 nm. Fraktionerne indeholdende protein blev undersøgt for termisk hysterese 
aktivitet, og fraktioner med aktivitet blev frysetørret og igen opløst i 1 ml. 0,1 % TFA i milli 
Q−vand til videre oprensning. 
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Trin 3: Source 5RPC ST  
Det sidste oprensningstrin blev med en Source 5RPC ST 4,6/150 kolonne (Amersham Pharmacia 
Biotech) koblet på førnævnte Äkta−basic 100 system. Prøverne blev kørt som revers−fase HPLC 
med en sekventeret AB−gradient med 1 µl/min. Opløsning A: 0,1 % ammonium trifluoracetat >99 
% (Sigma−Aldrich Chemie GmbH), i 100 % Milli Q−vand, pH 4,65. Opløsning B: 0,1 % 
ammonium trifluoracetat i 100 % acetonitril HPLC−grade (Labscan Limited). Den sekventerede 
gradient kørte fra 0−30 % B på to kolonnevolumener eller 5 ml, hvorefter gradienten blev udfladet 
for at opnå bedre separation og gik fra 32−50 % B i løbet af 15 kolonnevolumener svarende til 37,5 
ml. Der blev opsamlet 1 ml fraktioner i hele intervallet fra 30−50 % B. Fraktionerne blev undersøgt 
for termisk hysterese. 
 
Sammenlignet med tidligere undersøgelser [Alberts et al., 2005; Sørensen, 2002; Asaa et al., 2005] 
kom isoform−toppene fra vores proteinoprensninger i hovedtræk ud i samme rækkefølge. 
Kromatogrammer fra vores forsøg er således sammenlignelige med kromatogrammer fra tidligere 
undersøgelser, da der er foretaget de samme frasorteringer og poolinger i de respektive 
oprensningstrin. Den eneste forskel er metodeopsætningen i det sidste oprensningstrin, der har 
resulteret i ændrede retentionstider. Nummereringen af toppene i vores kromatogrammer er derfor 
lavet ved visuel sammenligning med tidligere undersøgelser, se figur 12, 14 og 15. 
 
Oprensning af mRNA  
Til at oprense mRNA fra levervæv blev et E.Z.N.A. TM Total RNA Kit I benyttet, og forskrifterne 
herfra anvendt. Ca. 40 mg levervæv blev under flydende nitrogen udtaget og anbragt i eppendorfrør 
indeholdende 700 µl TRK Lysis Buffer og 14 µl 2−mercaptoethatol (Sigma) og homogeniseret. 
Efter centrifugering ved 13.000 x g i 5 minutter blev væskefasen med RNA’et overført til et nyt 
eppendorfrør. Hertil blev tilført samme mængde 70 % Ethanol, og volumenet blev vortex mixet. 
Volumenet blev herefter overført til HiBind RNA spin column og centrifugeret ved 10.000 x g i 1 
minut. Flow−through blev kasseret, og kolonnen blev vasket med 350 µl RNA Wash Buffer I. 
Flow−through blev kasseret, og kolonnen blev vasket med 500 µl RNA Wash Buffer II og 
centrifugeret ved 10.000 x g i 1 minut. Flow−through blev kasseret, og kolonnen blev herefter tørret 
ved max. hastighed (14.000 g) i 2 minutter i centrifugen. Herefter blev RNA’et elueret ved at 
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tilsætte 40 µl DEPC−vand og centrifugeret ved 10.000 x g i 2 minutter, hvorefter prøven kunne 
opbevares ved – 80 °C. 
 
Oprensningen af mRNA blev afsluttet med en absorbansmåling af en 40 og 20 ganges fortynding af 
mRNA’et og en gel−elektroforese af prøverne. Såfremt oprensningen var udført korrekt, skulle 
forholdet mellem 260 og 280 nm absorbansmålinger være på ca. 1,9 [Kielberg et al., 2003]. 
Koncentrationen af RNA beregnes som: Absorbansen ved 260 nm × fortyndelsen × 40 (µg/ml). Der 
skulle desuden optræde tre ribosomale bånd, 5S/5,8S1, 18S og 28S, når mRNA−prøverne blev 
undersøgt ved gel−elektrotorese.  
 
First−Strand Synthesis 
First−Strand Synthesis blev kørt efter forskriften fra SuperScriptTM III First−Strand Synthesis 
System for RT−PCR (Invitrogen), som blev anvendt til at syntetisere cDNA af det oprensede 
mRNA. 
 
I et nedkølet eppendorfrør tilsattes en volumen RNA, som svarende til 2 µg. 1 µl primer (50 µM 
oligo(dT)20 og 1 µl 10 mM dNTP mix blev tilsat. Dernæst påfyldtes DEPC−behandlet vand 
eppendorfrøret, så opløsningen i alt havde en volumen på 10 µl. Opløsning blev inkuberet ved 65 
°C i 5 minutter, hvorefter det stod i is i mindst 1 minut. 
 
10 µl cDNA Synthesis Mix blev lavet ved at blande: 
 
De 10 µl cDNA Synthesis Mix blev blandet med RNA/primer mixturen, og opløsningen blev 
forsigtigt blandet ved en hurtig centrifugering. Herefter blev opløsningen først inkuberet ved 50 °C i 
50 minutter og derefter ved 85 °C i 5 minutter. Opløsningen blev centrifugeret ganske kort, og der 
                                                 
1
 Der er egentlig fire ribosomale bånd, men 5S og 5,8S ligger så tæt, at de fremstår som et bånd. 
2 µl 10X RT buffer 
4 µl 25 mM MgCl2 
2 µl 0,1 M DDT 
1 µl RNaseOUT  
1 µl SuperScript III RT 
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blev tilsat 1 µl RNase H. Opløsningen skulle dernæst inkuberes ved 37 °C i 20 minutter, og kunne 
herefter opbevares ved − 20 °C indtil videre forarbejdning eller brug direkte i PCR−apparatet. 
 
PCR 
PCR−rørene til PCR proceduren blev lavet og kørt efter forskrifterne fra kittet PCR Master Mix (1,1 
x PCR Master Mix, 1.5mM MgCl2, ABgene 2005).  
 
PCR−rørene blev påfyldt: 
• 20 µl Master Mix 
• 1 µl cDNA 
• 1µl forward primer (Zv 13 primer, ATAAATTTCATATGAACCAGGCGTCCGTGGTGGCC) 
• 1 µl reverse primer (Zv 13 primer, AAATCTCGAGCTAAGCCGGGGCGTACCCTTTCAC) 
• 1 µl DECP−behandlet vand 
I alt 25 µl opløsning 
 
Tabel nr. 7 viser betingelsen for PCR−kørslerne. 
 
94 0C i 3 minutter (denaturing) 
94 0C i 30 sekunder (denaturing) 
55 0C i 50 sekunder (annealing) 
72 0C i 50 sekunder (extension) 
72 °C i 4 minutter (termination) 
Tabel 7. PCR−proceduren. 35 cykler i alt. 
 
Agarose gel−elektroforese 
Gelerne blev støbt ved at tilsætte 100 ml 1 × TBE buffer til 1 g agarose. Opløsningen blev opvarmet 
i mikroovn ca. 3 min. til agarosen var opløst. 10 µl titiumbromid (4 mg/ml) blev tilsat. Efter ca. 20 
minutters tørring var gelen parat. Prøverne blev kørt i ca. 30 minutter ved 120 mV i TBE buffer. 
 
Prøvematerialet, som blev fyldt i agarose gelerne, varierede alt efter forsøg. De præcise mål kan ses 
i diskussionen sidst i dette speciale og i bilag III. Markøren, som blev benyttet i alle forsøgene, var 
GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder. Gelerne blev dokumenteret ved UV foto. 
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7. Resultater 
 
I det følgende vil resultaterne af vores forsøg blive præsenteret. Opdelingen er som følger: 
- Temperatur 
- Lys 
- Kombineret lys og temperatur 
- Somatostatin 
- Proteinoprensning 
- PCR−syntese 
 
Forsøgene, hvor fiskene blev påvirket med forskellige lyslængder og temperaturer, er udført på 
samme tid i karrene. I det følgende er resultaterne af disse forsøg dog splittet op, så der ses isoleret 
på effekterne af henholdsvis temperatur− og lyspåvirkningerne. 
 
Temperaturforsøg 1 og 2 
I temperaturforsøg 1 kunne fisk med høj termisk hysterese (ca. 0,8 °C) kunne ikke opretholde det 
høje niveau, når de blev eksponeret af forskellige vandtemperaturer (4 og 20 °C, figur 23, blå 
kurver). Fiskene i 4 °C vandet havde under hele forsøget et højere niveau af termisk hysterese end 
fiskene i 20 °C vandet. Generelt var niveauet mellem 0,2−0,3 °C højere for fiskene i 4 °C. Da 
forsøget blev afsluttet ca. 2½ måned efter, lå den termiske hysterese på ca. 0,3 °C og 0,1 °C for 
fiskene i henholdsvis 4 °C og 20 °C vandet. Det vil sige, at den termiske hysterese var faldet med 
0,5 °C for fiskene i 4 °C vand, mens den var faldet med 0,7 °C for fiskene i 20 °C. 
 
I temperaturforsøg 2 havde fiskene i starten af forsøget et meget lavt niveau af termisk hysterese 
(0,05 °C, figur 23, rød kurve). Under hele dette forsøg, som varede ca. en måned, var fiskene 
placeret i 4 °C vand. Den termiske hysterese steg fra ca. 0,05 til 0,7 °C ved afslutningen af forsøget 
den 2. august. Generelt sås der igennem hele perioden en tydeligt stigende tendens i den termiske 
hysterese.  
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Figur 23. Termisk hysterese i serum fra Z. viviparus. Blå kurver: Temperaturforsøg 1, forsøgsperiode fra 6. april 
til 21. juni 2006 (nederste X akse) og fra fisk i hhv. 4 (stjerner) og 20 °C (firkanter). Rød kurve: 
Temperaturforsøg 2, forsøgsperiode 29. juni til den 2. august 2006 (øverste X akse) fra fisk i 4 °C (trekanter). 
Punkterne illustrerer gennemsnitsværdien af prøvernes termiske hysterese, som blev målt 2−3 gange pr. prøve. 
 
 
Lysforsøg 1 og 2 
Figur 24 viser resultatet af lysforsøg 1 A og B, hvor udgangspunktet var henholdsvis ca. 0,8 og 0,05 
°C i den termiske hysterese. Som det ses i lysforsøg 1A (grønne kurver), faldt den termiske 
hysterese både for fisk lyspåvirket i 6 og 18 timer fra ca. 0,8 til ca. 0,45 °C efter ca. 5 uger. Der er 
ingen bemærkelsesværdig forskel i den termiske hysterese på trods af forskellige lyspåvirkninger. 
  
I lysforsøg 1B (figur 24, orange kurver) er forskellen i den termiske hysterese mellem fiskene 
lyspåvirket i henholdsvis 6 og 18 timer ligeså minimal. Udgangspunktet var en termisk hysterese på 
ca. 0,05 °C, som over en 5 ugers periode steg til ca. 0,7 °C. Den termiske hysterese var stigende 
gennem hele forsøgsperioden, på nær en uges tid (fra den 19. juli til den 26. juli), hvor niveauet var 
stort set konstant.  
 
Temperaturforsøg 1 (de to blå kurver) 
Temperaturforsøg 2 
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Figur 24. Lysforsøg 1A og 1B. Termisk hysterese udvikling i serum fra Z. viviparus. Grønne kurver: Fisk 
lyspåvirket i hhv. 6 (ruder) og 18 (firkanter) timer i døgnet i perioden 6. april til 6. juni 2006 (nederste X akse). 
Orange kurver: Fisk lyspåvirket i hhv. 6 (trekanter) og 18 (stjerner) timer i døgnet. Punkterne illustrerer 
gennemsnitsværdien af prøvernes termiske hysterese, som blev målt 2−3 gange pr. prøve. 
 
I  lysforsøg 2 (figur 25) havde fiskene et højt niveau af termisk hysterese ved indledningen af 
forsøget (ca. 0,8 °C). Alle fiskene blev eksponeret for 20 °C, og den termiske hysterese var faldende 
gennem forsøget uanset længden af den daglige lyspåvirkning. Der ses en mindre forskel i den 
termiske hysterese mellem fisk, som fik henholdsvis 6 og 18 timers daglig lys. Fiskene, som blev 
påvirket med 18 timers lys dagligt, havde mellem 0,15 og 0,2 °C højere termiske hysterese gennem 
forsøgsperioden. 
 
Lysforsøg 1A 
Lysforsøg 1B 
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Figur 25. Lysforsøg 2. Termisk hysterese i serum fra Z. viviparus lyspåvirket i hhv. 6 timer dagligt (ruder) og 18 
timer dagligt (trekanter) fra 6. april til den 16. maj 2006. Punkterne illustrerer gennemsnitsværdien af prøvernes 
termiske hysterese, som blev målt 2−3 gange pr. prøve. 
 
 
Temperatur− og lysforsøg 3 
Figur 26 viser resultaterne i den termiske hysterese fra temperatur− og lysforsøg 3. Alle fisk blev 
ved forsøgets start placeret i 20 °C og eksponeret for henholdsvis 6 eller 18 timers lys dagligt. Den 
termiske hysterese var ved forsøgets start på ca. 0,07 °C. Efter 27 dage 23. oktober) var den 
termiske hysterese steget til 0,45 og 0,48 °C for henholdsvis 18 og 6 timers lyspåvirkede fisk. 
Herefter blev alle fiskene flyttet til 4 °C klimarum. Herfra og til forsøgets afslutning var der en 
faldende tendens i den termiske hysterese, hvor fiskene lyspåvirket i 6 timer dagligt faldt til 0,14 
°C, mens den termiske hysterese for fisk lyspåvirket 18 timer faldt til 0,30 °C. Tendensen er som i 
de foregående forsøg; det termiske hysterese niveau falder som følge af høje temperaturer og 
forøges ved lave temperaturer uanset længden af den daglige lyspåvirkning. 
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Figur 26. Temperatur− og lysforsøg 3. Termisk hysterese (Y akse til venstre) i serum fra Z. viviparus fra 26. 
september til 20. november 2006 for fisk lyspåvirket i hhv. 6 timer (firkanter) og 18 timer dagligt (ruder). 
Punkterne illustrerer gennemsnitsværdien af prøvernes termiske hysterese, som blev målt 2−3 gange pr. prøve. 
Blå kurve viser vandets temperatur (Y akse til højre).  
 
 
Somatostatin forsøg 1 
De få resultater, der fremkom fra dette forsøg, bliver ikke præsenteret. Fisken døde få dage efter 
igangsættelsen af forsøget, hvorfor vi afsluttede forsøget inden, der kom brugbare resultater. 
 
Somatostatin forsøg 2 
Figur 27 viser resultaterne for somatostatin forsøg 2. Fiskene i 4 °C vand havde generelt en stigende 
termisk hysterese under forsøgsperioden (blå kurver). Ved forsøgets start havde de en termisk 
hysterese på 0,05 °C, som endte på ca. 0,6 og 0,7 °C for fisk henholdsvis injiceret med somatostatin 
og NaCl. Der kan konstateret nogle udsving i den termiske hysterese for fiskene i 4 °C, men 
generelt er den stigende gennem forsøgsperioden. For fiskene i 14 °C (røde kurver) forblev den 
termiske hysterese lav (ca. 0,05−0,1 °C) under hele forsøget, og der var der ingen udsving som set 
for fisk i 4 °C. 
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Figur 27. Somatostatin forsøg 2. Termisk hysterese i serum fra Z. viviparus injiceret med hhv. NaCl (trekanter) 
og somatostatin (firkanter) fra 1. august til 5. september 2006. Blå kurver: Fisk i 4 °C vand. Røde kurver: fisk i 
14 °C vand. Punkterne illustrerer gennemsnitsværdien af prøvernes termiske hysterese, som blev målt 2−3 gange 
pr. prøve. 
 
Proteinoprensning 
Formålet med oprensningen var at undersøge, om der var variation i de udtrykte 
antifryseprotein−isoformer under de forskellige eksperimentelle forhold i forhold til fisk fanget i 
Roskilde Fjord. Vores resultater sammenlignes med, hvad der er set i tidligere undersøgelser. 
 
I det følgende præsenteres resultaterne for vores egne proteinoprensninger, der forløber i tre trin, 
præsenteret. De to første oprensningstrin er kun illustreret for prøve A, mens de resterende 
kromatogrammer fra første og anden oprensningstrin af prøverne B, C og D er vedlagt som bilag. 
 
Trin 1: Sephacryl−100 HR 
Figur 28 er et typisk eksempel på et kromatogram fra proteinoprensningens trin 1. Der ses altid tre 
toppe i kromatogrammet.  
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Figur 28. Absorbansen målt ved 230 nm af fraktionerne fra proteinoprensning trin 1. Tre toppe: 1, 2 og 3. 
X−aksen angiver fraktionsnumrene, mens Y−aksen angiver absorbansen i mAU. 0,7 ml serum påsat. 
 
Top 1 udviste i modsætning til top 2 og 3 ikke antifryseaktivitet. Antifryseaktiviteten var højest i 
top 3. Begge toppe (2 og 3) blev udtaget til videre oprensning. For prøve A blev fraktionerne 25−28 
og fraktionerne 29−32 udtaget. For alle prøverne (A, B, C og D) blev der videreoprenset på både 
top 2 og 3.  
 
Trin 2: Superdex 30 prep grade 
Figur 29 illustrerer, hvordan resultaterne fra oprensningstrin 2 typisk ser ud i et kromatogram.  
 
 
Figur 29. Kromatogrammer fra oprensningstrin 2 af prøve A. Venstre side: oprensning af top 2 fra trin 1. Højre 
side: oprensning af top 3 fra trin 1. X−aksen angiver fraktionsnumrene samt tiden i minutter, mens Y−aksen er 
absorbansen i mAU. 
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Oprensningstrin 2 resulterede oftest i to toppe (figur 29 venstre side), men i enkelte tilfælde kom en 
tredje top eller skulder (figur 29 højre side). Der blev målt termisk hysterese aktivitet i begge toppe, 
hvor top 2 i alle tilfælde havde et højere niveau af antifryseaktivitet. Antifryseaktiviteten i top 1 kan 
muligvis tilskrives, at resolutionen ikke var fuldstændig. Fraktionerne 7−9 udgjorde top 2 og blev 
brugt til videre oprensning. Top 1, der bestod af fraktionerne 4−6 (top 1), blev kasseret.  
 
Trin 3: Source 5RPC ST 
Figur 30 viser kromatogrammerne af det tredje og sidste trin i proteinoprensning af prøverne A, B, 
C og D. Retentionstiderne er sammenlignelige i samtlige kromatogrammer undtagen for prøve A 
(I), hvor toppene 7−10 er kommet ud tidligere. 
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Figur 30. Kromatogrammerne for det tredje oprensningstrin for prøverne A, B, C, og D. X−aksen er tiden i 
minutter.  Y−aksen er absorbansen i mAU.   
I. Prøve A 
Top 2 fra trin  1 
II. Prøve A 
Top 3 fra trin 1 
IV. Prøve C 
Top 2 fra trin 1 
V. Prøve C 
Top 3 fra trin 1 
III. Prøve B 
Top 2 fra trin 1 VI. Prøve D 
Top 3 fra trin 1 
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Toppene 2−6 repræsenterer den gruppe af antifryseproteiner, som benævnes SP−gruppen, mens 
toppene 7−10 indeholder QAE−gruppen. I prøve A (I) ses det, at QAE’erne udgør en større andel 
end SP’erne, og i prøve A (II) ses det, at SP’erne udgør en større andel end QAE’erne. 
For prøve B (III) er den samlede andel af QAE’ere højere end SP’ere. Oprensningen af Prøve B’s 
top 3 fra trin 1 B mislykkedes, hvilket skyldes, at HPLC’en mistede trykket undervejs i kørslen. 
Resultaterne er således ikke brugbare og fremgår således kun i bilag II. For prøve C (VI) er andelen 
af QAE/SP’ere næsten lige store, mens der ses en støre andel af SP’ere end QAE’ere fra top 3 i 
prøve C (V). 
For prøve D var det ikke muligt at videreoprense på top 2 fra trin 1, da koncentrationen af 
antifryseproteiner var for lav (se bilag II), og for prøve D top 3 trin 1 (VI) nåede vi kun at få 
toppene 2, 3, 4, 5 og 6 igennem HPLC’en, før end den mistede trykket, hvorfor dette resultat ikke er 
brugbart.  
 
PCR af antifryseproteiner fra Z. viviparus lever 
Formålet med at lave PCR af antifryseproteiner fra Z. viviparus lever var at sammenligne 
ekspressionen af mRNA kodende for antifryseproteiner i leverprøver udsat for varierende 
lyslængder og temperaturniveauer. Udgangspunktet var, at prøver med forskellige aktiviteter af 
termisk hysterese også ville udvise forskellige ekspressioner af mRNA i leveren. Resultatet af 
PCR−kørslerne blev undersøgt ved gel−elektroforese og sammenlignet ved visuelt at vurdere 
båndenes fluorescensstyrke. Disse blev sammenholdt med de målte termiske hysterese værdier i 
serumprøverne fra samme fisk. 
  
Vi havde flere problemer dels med at oprense mRNA’et og dels i den videre bearbejdning frem til 
de endelige PCR−produkter. I det følgende præsenteres derfor kun udvalgte resultater, mens andre 
resultater er udeladt, da de ikke var anvendelige. Alle ikke−præsenterede resultater fremgår dog af 
bilag III. 
Figur nr. 31 viser et typisk billede af gel−elektroforesen af mRNA’et og tilhørende 
absorbansmålinger, som ikke viste de forventede resultater som følge af de ovennævnte problemer.  
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Prøve 1 260 nm 280 nm Forhold 
40 x fortynding 0,242 0,082 2,971 
40 x fortynding 0,254 0,085 2,997 
20 x fortynding 0,359 0,091 3,950 
20 x fortynding 0,361 0,090 4,015 
Prøve 2 260 nm 280 nm Forhold 
40 x fortynding 
− − − 
40 x fortynding 
− − − 
20 x fortynding 0,114 
− − 
20 x fortynding 0,122 
− − 
Figur 31. Venstre side: Gel−elektroforese af oprenset mRNA. Bane 1: Markør /Eco 911/5. Bane 2: Prøve med 
en termisk hysterese på 0,75 °C. Bane 3: Prøve med en termisk hysterese på 0,10 °C. Bane 4: Markør 
/EcoR1/HindIII. − markerer ingen målbar mRNA−indhold.   
 
Selvom gelerne og flere af absorbansmålingerne (figur 31) indikerede, at RNA oprensningen ikke 
var lykkedes (ingen ribosomale bånd og meget lave absorbanser), valgte vi til sidst alligevel at 
udføre first strand cDNA syntese og efterfølgende PCR af det oprensede RNA med specifikke 
primere. Dette under antagelse af at problemet var, at koncentrationen af RNA var for lille til at 
give de tre forventede ribosomale bånd på gelen og det korrekte absorbans forhold.  
 
Figur 32 viser et billede af PCR−produkterne, som stammer fra leverprøver fra fisk med forskellige 
termiske hysterese niveauer.  
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Figur 32. Gel−elektroforese af PCR produkter. Der blev påsat 5 l PCR produkt + 3 l loading 
buffer.  Bane 1: Markør 100bp DNA ladder. Bane 2: TH 0,10 °C. Bane 3: TH 0,75 °C. Bane 4: 
TH 0,50 °C. Bane 5: TH 0,73 °C. Bane 6: TH 0,71 °C. Bane 7: Kontrol i form af PCR reagenser 
og milli Q−vand i stedet for cDNA. 
 
Der ses et tydeligt bånd i alle banerne på nær i kontrol−bane 7, hvilket var at forvente, da der var 
påsat milli Q−vand i prøven og ikke cDNA. Det er ikke muligt at se en intensitets−forskel mellem 
båndene. Båndene ligger alle mellem 200−300 bp, hvilket fastslår, at mRNA kodende for 
antifryseproteiner er til stede. Den manglende intensitetsforskel mellem båndene kan skyldes, at der 
var påsat for høje koncentrationer af prøvemateriale enten i gelen eller tidligere i processen ved 
PCR kørslen.  
 
Vi foretog derfor en gel−elektroforese med lavere koncentrationer af cDNA under PCR kørslen. Tre 
repræsentative prøver blev udvalgt med termisk hysterese på henholdsvis 0,7, 0,5 og 0,1 °C (figur 
33).  
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Figur 33. Gel−elektroforese af PCR produkter. Bane 1: markør, GeneRulerTM  
100bp DNA Ladder. Bane 2: TH 0,7 °C. Bane 3: TH 0,1 °C. Bane 4: TH 0,5 °C.  
Hver brønd er loaded med 7 l (1 µl PCR−produkt, 1 l loading buffer samt 5 l vand). 
 
Dette resulterede i bånd med forskellig intensiteter, hvor båndene i bane 2 og 4 er kraftigere end i 
bane 3. Dette giver god mening, da det er prøverne med højst termisk hysterese på henholdsvis 0,7 
og 0,5°C. Det var ikke muligt ved en visuel vurdering at se forskel på intensiteterne af prøverne 
med termisk hysterese på 0,7 og 0,5 °C. Vi besluttede derfor at lave en fortyndingsrække af de tre 
prøver fra figur 33. 
 
Figur 34 viser disse fortyndingsrækker (50, 10 og 5 gange) af prøverne fra figur 33.  
 
 
Figur 34. Gel−elektroforese af fortyndingsrækker af PCR−produkter. Bane 1: 100bp  
ladder. Bane 2−4 er 50 x fortynding. Bane 5−7 er 10 x fortynding. Bane 8−10 er 5 x  
fortynding. Der er loadet med 5 l prøve + 2 l loading buffer i hver brønd. TH på  
hhv. 0,1 °C, 0,5 °C og 0,7 °C i alle tre fortyndingsrækker. 
 
1: Markør 
2: 0,7°C 
3: 0,1°C 
4: 0,5°C 
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For 50 og 10 gange fortyndingerne er det ikke muligt at se en forskel i båndenes intensitet. Det er til 
gengæld muligt ved 5 gange fortyndingsrækken (bånd 8−10). Bånd 8, som har den højeste aktivitet 
af termisk hysterese 0,7 °C, er samtidig det mest intense bånd, mens intensiteten er mindre i bånd 9: 
0,5 °C og igen mindre i bånd 10: 0,1 °C.  
 
Et PCR forsøg blev opstillet med elongation factor 1−alpha som intern standard og en mindre 
mængde cDNA (0,5 µg) for mere præcist at kunne sammenholde intensiteterne fra de forskellige 
prøver (figur 35).  
 
 
Figur 35. Gel−elektroforese af 3 prøver med termisk hysterese  
på hhv. 0,1 °C (bane 1), 0,5 °C (bane 2) og 0,7 °C (bane 3). ELF= 
elongations factor ved 1000 bp og antifryseproteiner omkring 2-300 bp. 
 
Elongation factor 1−alpha kan kun ses i bane 2 ved 1000 bp og ikke i hverken bane 3 eller 4. 
Antifryseproteiner kan kun erkendes i bane 2 og 4. I bane 3 er der ikke fremkommet nogle bånd 
hverken for elongation factor 1−alpha eller antifryseproteinerne. Det skyldes sandsynligvis, at PCR 
kørslen mislykkedes.  
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8. Diskussion  
 
Formålet med dette speciale var at undersøge, hvad der regulerer antifryseaktiviteten hos Z. 
viviparus. For at belyse dette emne har vi valgt at tage udgangspunkt i følgende underspørgsmål.  
 
• Spiller vandtemperaturen en rolle i forhold til reguleringen af produktionen af 
antifryseproteiner hos Z. viviparus? 
• Spiller lys en rolle i forhold til reguleringen af produktionen af antifryseproteiner hos Z. 
viviparus? 
• Er det de samme isoformer af type III antifryseproteiner hos Z. viviparus, der udtrykkes 
under eksperimentelle forhold sammenlignet med fisk fra Roskilde Fjord? 
• Ses der en ændret expression af mRNA kodende for type III antifryseproteiner i leveren hos 
Z. viviparus under eksperimentelle forhold sammenlignet med fisk fra Roskilde Fjord? 
 
Temperatur 
Temperaturens effekt på antifryseprotein produktionen blev undersøgt ved at holde Z. viviparus 
med henholdsvis høj og lav termisk hysterese ved 4 og 14/20 °C. På denne måde har det været 
muligt at øge den termiske hysterese fra lav 0,05 til høj 0,7 °C (figur 23) og samtidig udføre det 
modsatrettede forsøg fra høj 0,8 til lav 0,1 °C termisk hysterese. En kombination af de to forsøg 
(figur 26) blev udført, hvor fiskenes antifryseaktivitet først blev øget efter kuldeeksponering for 
derefter at aftage som følge af øget temperatur. Resultaterne indikerer en klar tendens; at 
temperaturen har en regulerende virkning på antifryseaktiviteten.  
 
I alle forsøg var der en effekt af varierende vandtemperaturer uafhængig af, hvilke andre 
påvirkninger fiskene blev udsat for. Vores forsøg viste, at det generelt tager længere tid at øge den 
termiske hysterese end at sænke den. Det tager ca. to uger (figur 26) at opnå en stigning på 0,1 °C, 
mens det kun tager ca. en uge (figur 26) at opnå den tilsvarende sænkning. Ud fra disse resultater 
synes det at tage længere tid at inducere en syntese af antifryseproteiner end at deaktivere en. At det 
tager længere tid at producere eller frigive lageret antifryseprotein, end det tager at fjerne det igen 
fra cirkulationssystemet, virker logisk.  
En undersøgelse [Fletcher et al. 1987] viste, at en syntese−inducering af antifryseglykoproteiner fra 
et ikke målbart aktivitetsniveau til en termisk hysterese på 0,1 °C tager mellem 35−45 dage under 
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påvirkning af 0 °C vand hos G. morhua, mens et tilsvarende fald kun tager mellem 15−20 dage, når 
de flyttes fra 0 til 5 °C. At inducering hos G. morhua  er langsommere end hos Z. viviparus kan 
skyldes, at G. morhua ikke er udsat for samme temperaturudsving i deres naturlige habitat, da de 
lever på dybt vand og derfor sandsynligvis ikke brug for samme hurtige respons.  
 
I en undersøgelse [Fletcher et al., 1978] af P. americanus’ reguleringsmønster af antifryseproteiner 
kunne der ikke findes nogen umiddelbar sammenhæng mellem vandtemperaturer og niveauet af 
termisk hysterese. Under dette forsøg blev fisk flyttet fra –1 °C til 6 °C og 12 °C vand, men der 
kunne ikke måles nogen ændring i den termiske hysterese. 
 
Vi kan konstatere, at den termiske hysterese i det første temperaturforsøg ved 4 °C (figur 23) falder 
til 0,30 °C, til trods for, at fiskene kun eksponeres til en svag stigning i vandtemperaturen fra 2 til 4 
°C (tabel 1), og at den i temperaturforsøg 2 (figur 23) ved samme temperatur (4 °C) stiger til 0,70 
°C. Man må umiddelbart formode, at hvis reguleringen var meget præcist styret af temperaturer, 
ville den termiske hysterese, uanset hvad udgangspunktet var, ende på samme niveau efter et 
bestemt tidsrum. Vores forsøg viste, at dette ikke var tilfældet. Faldet i termisk hysterese kan 
skyldes, at udskillelsen/tabet overstiger produktionen eller frigivelsen af antifryseprotein eller en 
ændring i sammensætning af isoformerne.  
En forklaring på faldet i termisk hysterese i første temperaturforsøg kan være, at der ikke var sten i 
karrene, hvilket muligvis har stresset fiskene. Eftersom det  kan formodes, at stress kan være 
årsagen til ændringen i fiskenes generelle tilstand, er dette muligvis årsag til, at de ikke kan 
opretholde en høj proteinsyntese.  
Forklaringen kan også være, at der i temperaturforsøg 1 er tale om en deaktivering og i 
temperaturforsøg 2 en aktivering af antifryseprotein−syntesen, og at en stigning på ca. 2 °C er 
tilstrækkelig til at deaktivere syntesen.  
 
Vores forsøg indikerer, at reguleringen af antifryseprotein−syntesen ikke er præcist afstemt efter 
omgivelsernes temperatur og fiskenes specifikke behov for at undgå fryseskader. Roskilde Fjord har 
en gennemsnitlig salinitet på 13,2 ‰ [data fra Roskilde Amt, 2005], hvilket svarer til et frysepunkt i 
fjorden på ca. −0,8 °C. Z. viviparus’ blod fryser omkring −0,7 °C, hvorfor en minimal 
antifryseaktivitet burde være tilstrækkelig. Fiskene i fjorden har dog allerede i december et termisk 
hysterese niveau på omkring 0,8 °C [Sørensen, 2002]. I samme periode er vandtemperaturerne i 
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gennemsnit ca. 3 °C. Dette tyder således på, at Z. viviparus ikke regulerer antifryseprotein−syntesen 
efter behov og bruger unødig energi på at producere en betragtelig mængde proteiner, der udgør op 
til ¼ af den samlede proteinkoncentration i blodet [Alberts et. al 2005]. Man må i den forbindelse 
ikke glemme, at der ses isoleret på, hvad den behøver af antifryse aktivitet for at undgå frysning. Af 
andre potentielle virkemekanismer for antifryseproteinerne er det foreslået, at de virker 
membranstabiliserende, hvilket er blevet påvist i ægceller fra grise og køer, der udsættes for lave 
temperaturer [Rubinsky et al. 1990, Rubinsky et al. 1991]. Dette kunne være forklaringen på de 
unødvendige høje koncentrationer af antifryseproteiner. 
 
For Z. viviparus i Roskilde Fjord ses der en maksimal termisk hysterese på 1,3 °C [Sørensen, 2002]. 
Hvorvidt vores målinger udgør den maksimale termiske hysterese, som er mulig at måle ved 
eksponering til 4 °C, er uklart, da termisk hysterese niveauet er stigende gennem hele perioden og 
ikke flader ud. Det samme er gældende for forsøgene ved høje temperaturer (14/20 °C), hvor 
termisk hysterese er faldende gennem hele perioden.  
 
Ved kuldepåvirkning steg den termiske hysterese til 0,7 °C i temperatur forsøg 2 (figur 24), mens 
stigningen i temperaturforsøg 3 (figur 26) kun var 0,45 °C. En forklaring kunne være, at fiskene i 
førstnævnte forsøg blev kuldepåvirket i 35 dage, mens det sidstnævnte forsøg kun varede 28 dage. 
En mere plausibel forklaring er dog nok, at der eksisterer individuelle variationer mellem fiskene, 
hvilket før er blevet registreret [se f.eks. Albers et al., 2005; Sørensen 2002].  
 
Lys 
Vores udgangspunkt for undersøgelsen af Z. viviparus’ regulering af antifryseprotein−syntesen var 
antagelsen af, at denne fisk var underlagt samme reguleringsmekanismer som P. americanus. Hvis 
dette var gældende, skulle vi kunne se en effekt på syntesen af antifryseproteinerne, når individer af 
Z. viviparus blev påvirket med forskellige daglige lyslængder. 
 
Fiskene blev i alle vores forsøg lyspåvirket i enten 6 eller 18 timer døgnet for at simulere 
henholdsvis vinter− og sommerperiode. Nogenlunde samme metode er anvendt i andre 
undersøgelser [se f.eks. Fletcher et al., 1978] med P. americanus, hvor der er observeret ændringer i 
antifryseaktiviteten som følge af forskellige lyspåvirkninger. Vi udførte i alt tre lysforsøg på fisk, 
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som var indfanget i Roskilde Fjord i henholdsvis april, juni og september 2006. Således havde vi 
både fisk, som i forsøgsperiodens startfase havde høje og lave niveauer af termisk hysterese.  
Som resultaterne af lysforsøgene viser, kunne vi ikke påvise nogen åbenlys forskel i niveauet af 
termisk hysterese i fiskenes serum ved forskellige lyspåvirkninger, hvilket indikerer, at syntesen af 
antifryseproteiner hos Z. viviparus ikke er reguleret af lys.  
Det skal dog nævnes, at der i det første lysforsøg (figur 25) kan ses en niveau−forskel i termisk 
hysterese mellem fisk, som blev påvirket med henholdsvis korte (6 timers lys dagligt − 
vintersimulering) og lange (18 timers lys dagligt − sommersimulering) dagslængder. Fiskene, som 
blev påvirket med sommerforhold, havde imidlertid det højeste niveau af termisk hysterese, hvorfor 
niveauforskellen ikke umiddelbart kan forklares med lys som regulerende faktor. En forklaring på 
niveauforskellene kunne være individuelle variationer mellem fiskene, som før er blevet registreret 
[se f.eks. Albers et al., 2005].  
 
Undersøgelser [Fletcher et al., 1978; Fletcher, 1979; Fletcher et al., 1984] har vist, at lys er 
korreleret med aftagende antifryseaktivitet i serum fra P. americanus. Temperaturer på 16 °C og 
lange lyspåvirkninger (18 timer dagligt) resulterede i faldende termisk hysterese i P. americanus. 
Høje niveauer af termisk hysterese blev derimod bevaret, når fiskene fik bortopereret hypofysen. 
Forklaringen var, at udskillelse af væksthormoner ved lysstimuli var manglende som følge af de 
bortopererede hypofyser. At Z. viviparus’ syntese af antifryseproteiner ikke synes at være 
lysreguleret bekræftes, når vores resultater sammenholdes med ovenstående undersøgelse (figur 
36). I givet fald skulle fiskene, som dagligt blev påvirket med korte lyslængder (6 timer), bevare 
niveauet af termisk hysterese, som det ses hos P. americanus med bortopererede hypofyser. 
Eksponeringen til korte lyspåvirkninger og fjernelse af hypofysen skulle nemlig have samme 
virkning; at hæmme udskillelsen af væksthormoner og aktivere dannelsen af antifryseproteiner. 
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Figur 36. Termisk hysterese aktivitet målt i serum fra Z. viviparus (venstre side) og P. americanus (højre side, 
HPEX: hypofyse fjernet. Sham: hypofyse intakt [Fletcher et al., 1989]). 
Vi havde sandsynligvis ikke opnået et anderledes resultat, hvis vi havde forøget længden af 
lyspåvirkningen. Det gælder nemlig for P. americanus, at den skulle lyspåvirkes 12−14 timer 
dagligt for at opnå en effekt på antifryseprotein−syntesen [Fletcher, 1981].    
 
Somatostatin 
Formålet med at injicere somatostatin i Z. viviparus var at understøtte lysforsøgene i at undersøge, 
hvorvidt lys sammen med somatostatin var den regulerende faktor i syntesen af antifryseproteiner 
hos Z. viviparus.  
Vi injicerede somatostatin i fisk fra august 2006, hvor antifryseaktiviteten var meget lav. Den 
forventede effekt af det injicerede somatostatin var en forøgelse i antifryse−aktiviteten, hvilket ville 
bekræfte, at Z. viviparus’ antifryseprotein−syntese var reguleret på samme måde som P. 
americanus.  
 
Resultaterne fra somatostatin−forsøgene tyder på, at somatostatin ikke har haft nogen virkning på 
niveauet af termisk hysterese hos Z. viviparus (figur 27), hvilket understøtter resultaterne fra 
lysforsøgene. 
Ved høje vandtemperaturer blev der ikke observeret forskel i antifryseaktivitet mellem de fisk, som 
blev injiceret med somatostatin, og fisk, som blev injiceret med NaCl (placebo). Alle havde et 
konstant og lavt niveau af termisk hysterese under hele forsøget. Såfremt somatostatin skulle have 
haft samme effekt som hos P. americanus, skulle produktionen af antifryseproteinerne være 
induceret, men det var ikke tilfældet. 
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For fiskene ved 4 °C er billedet mindre entydigt. For alle fisk steg antifryseaktiviteten gennem 
forsøgsperioden, men undervejs i forløbet blev der observeret udsving. Disse udsving kunne måske 
forklares med, at fiskene er stressede som følge af injektionerne. Injektionen er i sig selv fysisk 
stressende for fiskene, og injektionsstedet bliver indgangsport for bakterier og lignende. Man kunne 
derfor forestille sig, at disse stress−påvirkninger kan være årsag til udsvingene. Der ses ingen 
lignende udsving i den termiske hysterese for fiskene i varmt vand i dette forsøg. Det kan skyldes, 
at produktionen af antifryseproteiner er meget lav.  
 
En anden forklaring på udsvingene kunne være, at somatostatin har haft vis en virkning på syntesen 
af antifryseproteinerne. Der findes mange forskellige isoformer af somatostatin. Forsøgsfiskene 
blev injiceret med isoformen SS−14, som er en type, der findes i de fleste dyr (pattedyr, benfisk og 
invertebrater) [Madeo et al., 2005; Sheridan et al., 2000]. SS−14 er blevet udvundet fra Rattus 
(rotter) og injiceret i Carassius auratus (guldfisk), hvorefter udskillelsen/tabet af væksthormon fra 
hypofysen blev hæmmet. Til gengæld så man ingen effekt, når C. auratus blev injiceret med SS−22 
udvundet fra en Silurus−art eller SS−25 udvundet fra Salmo salar (laks) [Sheridan et al., 2000]. Vi 
har ikke været i stand til at finde litteratur, som beskriver, hvilke specifikke somatostatin−isoformer 
Z. viviparus’ har, og vi kan derfor ikke vide, om vi har benyttet den korrekte type. Man kunne 
derfor forestille sig, at typen, vi har benyttet, ikke findes naturligt hos Z. viviparus. Det kan 
eventuelt være en type, der binder med ringe affinitet til receptorerne, hvorfor der ikke ses et 
entydigt respons. Vi kan derfor ikke forklare, hvorfor der ses udsving i den termiske hysterese for 
fisk i koldt vand. De kan være fremkommet på baggrund af en svag effekt af det injicerede 
somatostatin eller som følge af det kolde vand alene − eller en kombination af disse. Den mest 
plausible forklaring er dog, at somatostatin ikke har haft nogen effekt, og at udsvingene skyldes 
individuelle variationer. 
 
Antifryseprotein−isoformer 
Vi undersøgte, om der var overensstemmelse mellem antifryseprotein−isoformerne, der blev udtrykt 
i fisk under henholdsvis eksperimentelle forhold og i Roskilde Fjord. Vi fandt, at der var forskel i 
forholdet mellem QAE’ere og SP’ere hos kuldeeksponerede fisk versus fisk fra Roskilde Fjord. 
Forsøgene viste, at kuldeeksponerede fisk har en større andel af QAE’ere, mens fisk fra Roskilde 
Fjord har en større andel af SP’ere. 
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Figur 37. Oprensningstrin 3 af antifryseproteiner fra Z. viviparus. A: Fisk indsamlet 28/10-21/12-04 [Alberts et 
al., 2005] med høj termisk hysterese. B: Eksperimentelt frembragt termisk hysterese fra prøve A. Absorbansen 
er højere i A end i B sfa. at der er anvendt en højere volumen i søjlekromatografien (A: 3-4,5 ml ift. 0,7 i B).  
 
Figur 37 (B) viser kromatogrammet for proteinoprensningen af vores prøve A, hvor 
antifryseprotein−syntesen var aktiveret ved kuldeeksponering. I samme figur (A) fremgår en 
tidligere undersøgelses oprensning af antifryseproteiner fra Z. viviparus indsamlet i 
efteråret/vinteren, hvor den termiske hysterese var høj [Alberts et al. 2005]..  
Nishimiya et al. (2005) har formuleret en hypotese, der siger, at QAE’erne først adsorberes til 
iskrystallen og forhindrer isvækst. De sænker bindingsenergibarrieren, hvorved de mindre de aktive 
SP−isoformer kan bindes. Forholdet mellem SP’erne og QAE’erne i figur 37 B kunne således være 
udtryk for, at kuldeeksponering først inducerer produktion af QAE−isoformerne eller frigiver 
allerede færdig syntetiseret oplagret QAE’ere fra leveren. 
Alberts et al. (2005) fandt i deres undersøgelse, at top 7, 8 og 9 indeholder de mere aktive 
QAE−antifryseprotein−isoformer. Ved en visuel vurdering er det netop disse toppe, som udgør den 
største andel i prøven A (figur 37 B). 
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Figur 38. Oprensningstrin 3 af antifryseproteiner fra Z. viviparus. A: Fisk indsamlet 16/6-07 [Sørensen, 
upublicerede data] med lav termisk hysterese. B: Eksperimentelt frembragt termisk hysterese fra prøve B.  
 
I figur 38 (B) ses kromatogrammet for oprensningen af prøve B. Denne prøve er en blanding af 5 
serum−prøver, hvor to er fra Roskilde Fjord (med en termisk hysterese på 0,02 og 0,05 °C). De 
sidste serum−prøver havde termiske hysterese niveauer på henholdsvis 0,12, 0,31 og 0,32 °C og var 
blevet kuldeeksponeret i et par uger. Forholdet mellem SP’erne og QAE’erne er i overensstemmelse 
med resultatet for kuldeeksponering i prøve A (figur 37 B), hvor andelen af QAE’erne er størst. 
Som følge af den lave termiske hysterese havde vi umiddelbart forventet det modsatte billede, som 
også set i tidligere undersøgelser (figur 38 A), hvor andelen af SP’erne er størst. Forklaringen skal 
nok findes i det faktum, at over halvdelen af fiskene i prøve B var blevet kuldeeksponeret, hvilket 
sandsynligvis har aktiveret syntesen af QAE’erne. 
Prøve C (39 B) er en blanding af 4 kuldeeksponerede fisk, hvor den termiske hysterese henholdsvis 
var 0,5, 0,65, 0,4 og 0,29 °C. 
 
A B 
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Figur 39. Oprensningstrin 3 af antifryseproteiner fra Z. viviparus. A: Fisk indsamlet 19/3-07 [Sørensen. 
upublicerede data] med høj termisk hysterese. B: Eksperimentelt frembragt termisk hysterese fra prøve C.  
 
Alle fire serum−prøver, der udgjorde prøve C, er fra fisk, der er blevet kuldepåvirkede, hvoraf to 
har fået somatostatin injiceret og to NaCl (tabel 6). Forholdet mellem QAE’ere og SP’ere er tæt på 
1:1 og ikke med større QAE−andel end SP som set for prøve A og B. Vi ved ikke, om det skyldes 
injektionerne af somatostatin, eller om det er en tilfældighed. For at have undersøgt dette nærmere 
skulle vi have benyttet serum fra fisk, der kun havde fået somatostatin ved 4 °C og sammenholdt 
det med fisk, der var kuldepåvirket ved 4 °C uden somatostatin injektion. For prøven i 39 A ses det, 
at andelen af SP er størst. 
En forklaring på, at vi ikke ser en større QAE−andel i forhold til SP’erne, som for prøve A og B, er 
udvælgelse af fraktionerne for top 2 og 3 i første oprensningstrin. Det kan ses, at resolutionen 
generelt var dårlig for det første oprensningstrin (se figur 28 og bilag II). Prøverne er derfor 
afhængige af vores udvælgelse af fraktioner, der udgør henholdsvis top 2 og 3 fra oprensningstrin 1.  
 
Vi fik ikke noget brugbart kromatogram for det tredje oprensningstrin af prøve D, der bestod af to 
prøver fra somatostatin forsøget (figur 30). Havde vi fået et kromatogram for denne prøve, kunne vi 
have sammenholdt det med kromatogrammerne for prøve C, der ligeledes var fra fisk, der havde 
fået somatostatin, og på den måde bedre kunne fastslå, om tendenserne, vi så, var korrekte. 
 
A B 
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I figurerne 37, 38 og 39 sammenholdes vores kromatogrammer for prøve A, B og C med 
kromatogrammer fra fisk med en isoform sammensætning fremkommet ved naturlig eksponering i 
Roskilde Fjord. Vi mener, at de tre kromatogrammer i figurerne 37A, 38A og 39A er repræsentative 
for den naturlige isoform sammensætning, da de er fra fisk indsamlet i perioderne 28/10−21/12, 
16/6 og 19/3. I disse tre kromatogrammer ses det, at andelen af SP’ere er langt større end 
QAE’erne.  Vi ser i vores kromatogrammer en øget andel af QAE−isoformerne, hvilket indikerer, at 
kuldeeksponering enten aktiverer syntesen af eller frigiver allerede færdig syntetiseret QAE’ere.  
 
Prøverne til proteinoprensningen bærer præg af, at vi havde meget lidt serum, hvorfor vi var 
nødsaget til at poole prøver, hvilket har begrænset sammenligningsmulighederne. Set i lyset af 
dette, ville det have været ideelt, hvis fiskene under samme poolet prøve var blevet behandlet 
identisk.  
 
Expression af mRNA kodende for antifryseproteiner 
For at undersøge om den øgede termiske hysterese i serum skyldes allerede færdigsyntetiserede 
antifryseproteiner lagret i leveren eller en aktivering af generne kodende for antifryseproteiner, 
udførtes oprensning af RNA, first strand cDNA−syntese og PCR med antifryseproteiner−primer på 
leverprøver fra udvalgte fisk. Yderligere gav dette mulighed for at undersøge, om expressionen af 
RNA i leverne fra fisk, der var lys− eller kuldeeksponeret, var den samme som hos fisk fra Roskilde 
Fjord.  
 
At der efter vores opfattelse er en tendens, kan ses i figur 33, hvor prøven med termisk hysterese på 
0,7 °C har det mest intense bånd. Der er derfor grund til at tro, at der er en tendens henimod, at en 
høj termisk hysterese samtidig kan observeres som en øget expression af mRNA kodende for 
antifryseproteiner i leveren hos Z. viviparus. Derved synes en lav temperatur ikke at aktivere 
frigivelse af allerede syntetiserede antifryseproteiner, men derimod at aktivere generne kodende for 
antifryseproteinerne, hvilket fører til en øget expression af mRNA kodende for antifryseproteinerne. 
Dette er i overensstemmelse med, hvad der er observeret i tidligere undersøgelser [Sørensen, 
upublicerede data og figur 40]. 
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Figur 40. Gel−elektroforese af mRNA kodende for antifryseproteiner i leveren fra Z. viviparus. 
Bane 1: markør. Bane 2: vinterprøve med houskeeping gene (elongation factor 1-alpha: 
EF1alpha). Bane 3: sommerprøve med housekeeping gen (EF1alpha). AFP: antifryseproteiner. 
ELF: Elongation factor [Sørensen, upublicerede data]. 
 
I figur 40 ses det, at ekspressionen af mRNA kodende for antifryseproteiner er højere i vinterprøven 
sammenlignet med sommerprøven. Resultatet viser, at koncentrationen mRNA er lav om 
sommeren, hvorfor der kun kan anes et svagt bånd.  
Pickett et al. (1983) har argumenteret for, at syntesen af antifryseproteiner hos P. americanus ikke 
reguleres som et aktivt/ikke aktivt gen. Det er snarere raten, der reguleres. Det betyder, at genet hele 
tiden er aktivt, mens raten styres efter behov. Denne hypotese styrkes i en senere undersøgelse af 
Price et al. (1990) (figur 41). 
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Figur 41. Gel−elektroforese af northern blot analyse af mRNA kodende for antifryseproteiner. 
Koncentrationen af RNA i banerne er 14 µg undtagen i banen markeret 0.1, hvor 
koncentrationen er 1,4 µg. APR M=april male. APR F=april female. NOV F=november female 
[Price et al., 1990]. 
 
Der ses en højere mRNA koncentration i november prøven sammenholdt med prøven fra april 
(figur 41). Den termiske hysterese er ikke oplyst for disse prøver [Price et al., 1990], men det må 
formodes, at niveauet er højere for november prøven. 
 Resultaterne stemmer godt overens med det, vi ser i vores undersøgelser. Vi har målt et lavere 
termisk hysterese niveau i serum om sommeren, der ser ud til at være i overensstemmelse med en 
lav ekspression af mRNA kodende for antifryseproteiner i leveren (figur 33). Den lave termiske 
hysterese i serum om sommeren kan være resultatet af en svagere syntese−rate, men kan også rester 
fra antifryseproteiner syntetiseret i vinterperioden. Man må formode, at hvis syntesen af proteinerne 
blev deaktiveret og aktiveret fuldstændigt i henholdsvis sommer− og vintermånederne, ville 
niveauet af mRNA kodende for antifryseproteiner falde til nul. Det er ikke tilfældet og understøttes 
af, at der er fundet QAE’ere oplagret i leveren hos Z. viviparus i sommerperioden, hvor termisk 
hysterese i serum var lavt [Upublicerede data, Sørensen] samtidig med, at vi ser en expression af 
mRNA kodende for antifryseproteiner i prøver taget i sommerperioden, hvor termisk hysterese er 
lavt. Resultaterne afkræfter dog ikke hypotesen om en oplagring. Fundet af QAE’ere i 
sommerprøver kunne være en indikation på, at der er to fungerende forsvar mod fryseskade: Et der 
følger den årlige sæsonvariation af lys og kulde og et hurtigere virkende respons, hvor oplagrede 
antifryseproteiner (tilsyneladende med overvægt af QAE−isoformerne) frigives.  
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Formålet med at inddrage EF1alpha i forsøgene var at udelukke, at intensitet−forskellene i figur 34 
skyldtes tilfældigheder, men skyldtes forskellige niveauer af mRNA kodende for antifryseproteiner 
i prøverne. Vi fik ikke forsøget til at lykkes (figur 35), og grundet tidsmangel blev der ikke udført 
flere forsøg. Vi  må derfor henholde os til, hvad der tidligere er fundet [Sørensen, upublicerede data 
og figur 40]; at der er forskel i ekspressionen af mRNA om vinteren og om sommeren. På baggrund 
af vores udførte fortyndingsforsøg synes der dog at være en indikation på, at expressionen af 
mRNA’et kodende for antifryseproteiner følger niveauet af termisk hysterese (se f.eks. figur 33 og 
34). 
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9. Konklusion 
 
Vores mål med dette speciale var at undersøge hvilke faktorer, der regulerer syntesen af Z. 
viviparus’ antifryseproteiner. 
 
På baggrund af forsøgene synes temperatur at have en væsentlig effekt på reguleringen af 
antifryseproteinerne. Når fisk med et lavt niveau af termisk hysterese blev eksponeret for lave 
temperaturer, kunne der observeres en forøgelse i den termiske hysterese allerede indenfor et par 
uger. Der blev udført flere forsøg, hvor fiskene som udgangspunkt havde lav termisk hysterese på 
ca. 0,05 °C. Ved forsøgenes afslutning efter ca. 4−8 uger, hvor fiskene undervejs blev 
kuldeeksponeret til 4°C, steg den termiske hysterese til et niveau mellem 0,45−0,7 °C.  
Tilsvarende blev der observeret fald i termisk hysterese allerede efter en uge, når fisk med høj 
termisk hysterese blev eksponeret til høje temperaturer. Fisk med termisk hysterese mellem 
0,8−0,45 °C blev eksponeret for 14/20 °C, hvorefter niveauet faldt til mellem 0,08−0,3 °C efter 
1−2½ måned. Der blev observeret individuelle variationer i den termiske hysterese undervejs i 
forsøgene, men tendensen var på trods af dette klar; temperatur har en effekt på reguleringen af 
antifryseproteinerne hos Z. viviparus.  
 
Forsøgene i dette speciale var opstillet på baggrund af reguleringsmekanismerne af 
antifryseproteinerne hos P. americanus, hvor lys er den overordnede regulerende faktor. Forsøgenes 
resultater gav imidlertid en indikation på, at lys og somatostatin tilsyneladende ingen effekt havde 
på den termiske hysterese hos Z. viviparus. Der kunne ikke ses nogen tydelige forskelle i termisk 
hysterese i fisk eksponeret for varierende lysperioder. Ligeledes kunne der ikke observeres 
forskelle, når individer af Z. viviparus blev injiceret med somatostatin sammenholdt med NaCl 
(placebo) injicerede fisk. 
 
Kuldeeksponerede fisk udtrykte samme isoformer af antifryseproteinerne som fisk i Roskilde Fjord. 
Andelen af QAE’erne var større i forhold til SP’erne hos kuldeeksponerede fisk, hvor fisk hentet 
direkte fra Roskilde Fjord har en større andel af SP’ere. Det tyder således på, at en pludselig 
kuldeeksponering aktiverer syntesen eller frigivelsen af QAE−isoformer i leveren hos Z. viviparus. 
Dette synes at blive understøttet af, at der i en anden undersøgelse er blevet observeret QAE− 
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isoformer oplagret i leveren i Z. viviparus med lav termisk hysterese i serum [Sørensen, 
upublicerede data].  
 
Figur 32 viste at antifryse protein mRNA var tilstede både sommer og vinter, mens 
fortyndingsforsøgene i figur 34 viste, at ekspressionen af mRNA kodende for antifryseproteiner 
sandsynligvis følger det termiske hysterese niveau. Fundene udelukker dog ikke, at vi har med to 
reguleringssystemer at gøre: 
1: Et der styres af vandtemperaturen, hvor syntese af QAE aktiveres eller frigives fra lager.  
2: Et naturligt forsvar, hvor andelen af SP’ere er højere, men hvor reguleringen mønstret er mere 
uklart. 
 69
10. Referenceliste 
 
• Albers, C. & Bjørn−Mortensen. Undersøgelser af antifryseproteiner fra Zoarces viviparus. 
Projektrapport. Institut for Biologi og Kemi. Roskilde Universitetscenter. 2005. 
• Antson, A. A., Smith, D. J., Roper, D. I., Lewis, S., Caves, L. S. D., Verma, C. S., Buckley, 
S. L., Lillford, P. J. & Hubbard, R. E. Understanding the mechanism of ice binding by type 
III antifreeze proteins. J. Mol. Biol. (2001) 305, 875−889. 
• Asaa, C., Howe, A., Røning, A. & Larsen, K. Reguleringen af antifryseproteiner hos 
Zoarces viviparus embryoner. Projektrapport. Bachelormodul. Institut for Biologi og Kemi. 
Roskilde Universitetscenter. 2005. 
• Barrett, John. Thermal hysterese proteins. Review. The Internation Journal of Biochemistry 
& Cell Biology 33 (2001) 105−117. 
• Baulieu, E−E. & Kelly, P. A. Hormones: from molecules to disease. Paris, Hermann, 1990. 
• Carl, Henrik. Gads håndbog om fisk. 1. udgave, 1. oplag, 2003. Gads Forlag. 
• Davies, P. L. & Sykes, B. D. Antifreeze proteins. Current Opinion in Structural Biology 
1997, 7:828−834. 
• Deng, G., Andrews, D. W. & Laursen, A. Amino acid sequence of a new type of antifreeze 
protein, from the longhorn sculpin, Myoxocephalus octodecimspinosis. FEBS Letters, 402, 
17−20. 1997. 
• Deng, G. & Laursen, R. A. Isolation and characterization of an antifreeze protein from the 
hysteresis antifreeze agents in fishes from Spitsbergen waters. Polar Res., 5, 171−174. 1998. 
• DeVries, A. L. & Wohlschlag, D. E. Freezing resistance in some Antarctic fishes. Science 
163: 1074−75. 1969. 
• DeVries, A. L., Komatsu, S. K. & Feeney, R. E. Chemical and physical properties of 
freezing point−depressing glycoproteins from Antarctic fishes. J. Biol. Chem., 245, no. 11, 
2901−2908. 1970. 
• Eilertson, C. D. & Sheridan, M. A. Pancreatic somatostatin−25 release in rainbow trout is 
stimulated by glucose and arginin. Am. J. Physiol. Regul. Integra. Comp. Physiol. 269: 
R1017−R1023, 1995. 
• Ewart, K. V., Lin, Q. & Hew, C. L. Review. Structure, function and evolution of antifreeze 
proteins. CMLS, Cell. Mol. Life Sci. 55 (1999) 271−283. 
 70
• Fletcher, G. L. The effects of hypophysectomy and pituitary replacement on the plasma 
freezing point depresseion, Cl-, glucose and protein anti−freeze in the winter flounder 
(Pseudoplsuronectes americanus). Comp. Biochem. Physiol. Vol. 63Am oo, 535−537. 
1979. 
• Fletcher, G. L., Kao, M. H. & Haya, K. Seasonal and phenotypic variantions in plasma 
protein antifreeze levels in a population of marine fish, se raven (Hemitripterus 
americanus). Can. J. Fish. Aquat. Sci. 41: 819−824. 1984. 
• Fletcher, G. L. Effects of temperature and photoperiod on the plasma freezing point 
depression, Cl- concentration, and protein “antifreeze” in winter flounder. Can J. Zool. 59: 
193−201. 1981. 
• Fletcher, G. L., King, M. J. & Kao, M. H. Low temperature regulation of antifreeze 
glycopeptide levels in Atlantic col (Gadus morhua). Can. J. Zool. 65: 227−233. 1987. 
• Fletcher, G. L., Campbell, C. M. & Hew, C. L. The effects of hypophysectomy on seasonal 
changes in plasma freezing−point depression, protein “antifreeze” and Na+ and Cl- 
concentrations of winter flounder (Pseudopleuronectes americanus). Can. J. Zool. 56: 
109−113. 1978. 
• Fletcher, G. L., Goddard, S. V., Davies, P. L., Gong, Z., Ewart, K. V. & Hew, C. L. New 
insights into fish antifreeze proteins: physiological significance and molecular regulation. 
Fra Cold ocean physiology. Ed. H. R. Playle. Cambrigde Univ. Press. New York. 1998. 
• Fletcher, G. L., King, M. J. & Kao, M. H. Low temperature regulation of antifreeze 
glycopeptides levels in Atlantic cod (Gadus morhua). Can. J. Zool. 65: 227−233.1987. 
• Fletcher, G. L., Hew, C. L. & Davies, P. L. Antifreeze Proteins of Teleost Fishes. Annu. 
Rev. Physiol. 2001. 63:359−90. 
• Graether, S. P., DeLuca, C. I., Baardsnes, J., Hill, G. A., Davies, P. L. & Jia, J. Quantitative 
and qualitative analysis of type III antifreeze protein structure and function. The journal of 
biological chemistry. Vol 274. No. 17, Issue of April 23, pp. 11842−11847. 1999. 
• Hamburger, Christian. Hormonforskning. Berlingske Forlag. København. 1967. 
• Hardie, D. G. Biochemical messengers. Chapman & Hall. London. 1991. 
• Idler, D.R., Fletcher, G.L., Belkhode, S., King, M.J. & Hwang, S.J. Regulation of antifreeze 
protein production in winter flounder: a unique function for growth hormone. General and 
comparative endocrinology 74, 327−334 (1989). 
 71
• Jensen, H. J., Müller, J. P. & Nielsen, J. G. Fiskebestanden i den sydlige del af Roskilde 
Fjord. Fiskeøkologisk laboratorium for Roskilde Amt. August 2000. 
• Jyllandsposten, Fra frostfri fisk til frostfri fly, 5. februar 2007. 
• Kielberg, V., Rasmussen, L. & Nørby, S. DNA og RNA en håndbog. København. Gad. 
2003. 
• Lewis, M. L., Ewart, K.V. & Driedzic, W. R. Freeze resistance in rainbow smelt (Osmerus 
mordax): seasonal pattern of glycerol and antifreeze protein levels and liver enzyme activity 
associated with glycerol production. Physiological and Boichemical Zoology 
77(3):415−422. 2004. 
• Madeo, M., Giusi, G. & Alo, R. Different somatostatin receptor subtypes are operating in 
the brain of the teleost fish, Coris julis. Journal of experimental zoology part A−comparative 
experimental biology. 303A (5): 406−413 may 1 2005. 
• Mayer, I., McLean, E., Kieffer, T. J., Souza, L. M. & Donaldson, E. M. Antisomatostatin-
induced growth acceleration in chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha). Journal Fish 
Physiology and Biochemistry. Volume 13, Number 4 / October, 1994. 
• Migdalski, E. C. & Fichter, G. S. The fresh & salt water fishes of the world. Alfred A. 
Knopf, Inc. New York. 1. udgave. 1976. 
• Muus, B. J., Nielsen, J. G., Dahlstrøm, P. & Nyström, B. O. Havfisk og fiskeri. 5. udgave. 
1997. Gads Forlag. 
• Nielsen, Lars. Fisk i farver. 1. udgave, 5. oplag, 1999. Politikens Forlag A/S.  
• Nishimiya, Y., Sato, R., Takamichi, M., Miura, A. & Tsuda, S. Co−operative effect of the 
isoforms of type III antifreeze protein expressed in Notched−fin eelpout, Zoarces elongatur 
Kner, the FEBS Journal 272, 482−492. 2005. 
• Pickett, M. H., Hew, C. L. & Davies, P. L. Seasonal−variation in the level of antifreezee 
protein messenger−RNA from the winter flounder. Biochimica et biophysica acta 739 (1): 
97−104, 1983. 
• Price, J.L., Lyons, C.E. & Huang, R.C. Seasonal cycle and regulation by temperature of 
antifreeze protein mRNA in a Long Island population of winter flounder. Fish physiology 
and biochemistry vol. 8 no. 3 pp. 187−198 (1990). 
• Ramløv, H. (2000). Aspects of natural cold tolerance in ectothermic animals. Human 
reproduction. Vol. 15 (Suppl. 5) pp. 26−46. 
 72
• Randall, D & Augustine, G. Eckert. Animal physiology: mechanisms and adaptations. 5. ed. 
New York, N.Y.: W. H. Freeman, 2002. 
• Rubinsky, B., Arav, A. & DeVries, A. Cryopreservation of oocytes using directional cooling 
and antifreeze glycoproteins. Cryo−Letters 12 (2): 93-106. Mar−Apr 1991. 
• Rubinsky, B., Arav, A. & Mattioli, M. The effect og antifreeze glycopeptides on 
membrane−poteintial changes at hypothermic temperatures. Biochemical and biophysical 
research communications, 173 (#): 1369−1374, dec 31 1990. 
• Schladot, J.D., Backhaus, F., Ostapczuk, P. & Emons, H. Eel−pout (Zoarces viviparus L.) as 
a marine bioindicator. Chemosphere, Vol. 34, Nos 9/10, pp. 2133−2142, 1997. 
• Sheridan, M. A., Kittilson, J. D. & Slagter, B. J. Structure−function relationship of the 
signaling system for the somatostatin peptide hormone family. American zoologist 40 (2): 
269−286 apr 2000. 
• Sørensen, T. F. Antifryseproteiner hos ålekvabben Zoarces viviparus. Specialerapport. 
Institut for Biologi og Kemi. Roskilde Universitetscenter. 2002. 
• Sørensen, T. F. & Ramløv, H. Variantions in antifreeze activity and serum inorganic ions in 
the eelpout Zoarces viviparus: antifreeze activity in the embryonic state. Comp. Biochem. 
Physiol. A., 130: 123−132. 2001. 
• Sørensen, T. F., Cheng, C−H. C & Ramløv, H. Isolation and some characterisation of 
antifreeze protein from the european eelpout Zoarces viviparus. CryoLetters 27(6), 387−399 
(2006). 
• Uldal, Anders. Gydendals guide til danske fisk. 1. udgave, 1. oplag, 2003. Gyldendal. 
• Vaisius, J. M−K. & Fletcher, G. L. Antifreeze protein gene  transcription in the winter 
flounder is not responsive to temperature. Cellular and molecular biology 35 (5), 547−554. 
1989. 
• Vander, A., Sherman, J. & Luciano, D. Human physiology. 8. ed. McGraw-Hill, New York, 
2001. 
• Willmer, P., Stone, G. & Johnston, I. Enviromental physiology of animals. 2. ed. Oxford: 
Blackwell Publishing, 2005. 
• Wilson, Peter. The role of ice in the mechanism of action of antifreeze proteins. A 
dissertation submitted to the University of Roskilde by Dr. Peter Wilson for examination 
towards the degree of Doctor of Science. 2005. 
 73
Referencer fra internettet: 
• www.norden.org/faktaof/text/69aalekvabbe.htm, 01.10.06. 
• www.ra.dk/sw2512.asp, 01.08.06. 
• www.nsf.gov/pubs/1996/nstc96rp /images/fishbimg.gif, 01.07.07 
• www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php?ID=534&genusname=Pseudopleuronect
es&speciesname=americanus, 13.09.06. 
• www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php?ID=524&genusname=Pseudopleuronect
es&speciesname=americanus, 13.09.06. 
• www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php?ID=253&genusname=Osmerus&specie
sname=mordax+mordax., 20.03.07 
• www.fishbase.com/Photos/PicturesSummary.cfm?ID=253&what=species. 20.03.07. 
• www.mbl.edu/marine_org/marine_org.php?func=detail&myID=F4097. 23.03.07. 
• www.fishbase.com/Photos/ThumbnailsSummary.php?ID=480. 23.03.07. 
 
 74
Bilag I. Væksthormoner, IGF−1, GHRH og somatostatin. 
 
Væksthormoner eller somatotropiner er peptidhormoner, som syntetiseres i hypofysen. 
Væksthormoner har, udover reguleringen af syntesen af antifryseproteinerne, mange funktioner, og 
hos mennesket findes receptorer for disse i leveren, lymfocytterne, fedtvævet, thymus og ovariet 
[Baulieu et al., 1990].  
Generelt har væksthormoner en stimulerende virkning på opbygningen af proteiner og dermed på 
kroppens vækst [Hamburger, 1967]. Egentlig har væksthormonerne kun en indirekte påvirkning på 
væksten, da de stimulerer til frigivelsen af IGF−1, som er den egentlige vækstregulator. 
Væksthormoner har til gengæld en direkte stimulerende effekt på cellereplikation, produktionen af 
proteiner, transporten af aminosyrer samt RNA−syntese i leveren. Desuden kan væksthormoner 
inducere lipolysis og dermed have en nedbrydende effekt på fedtvævet [Baulieu et al., 1990].  
 
IGF−1 (insulin−like growth factor) eller somatomedin secerneres primært fra leveren som et 
respons på væksthormoner og reguleres således af disse. IGF−1 er et stærkt mitogen (stof, der 
fremkalder mitose) og har mange funktioner. Ikke alle funktionerne er endnu klarlagte, men 
generelt fremmer IGF−1 vækst i knogler og væv ved stimulere til optagelsen af aminosyrer, protein 
syntese og differentiering [Hardie, 1991; Baulieu et al., 1990; Vander et al., 2001]. 
  
GHRH (growth hormone-releasing hormone) eller somatocrinin er et peptidhormon, som hos dyr 
udskilles fra hypothalamus. GHRH stimulerer til både produktionen og udskillelsen af 
væksthormoner fra hypothalamus [Baulieu et al., 1990]. 
 
Somatostatin er et peptidhormon, som syntetiseres i hypothalamus. Det kaldes også for growth 
hormone release inhibiting hormone. Der eksisterer i to former for somatostatin. Somatostatin 14, 
som findes hos mennesker og et N-terminalt forlænget somatostatin, som er unikt for fisk. 
Sidstnævnte kan indeholde 20, 22, 25 28, 31, 34 eller 37 ekstra aminosyrer i N−terminalen alt efter 
arten [Eilertson et al., 1995]. Somatostatin har flere fysiologiske funktioner, men de har alle en 
inhiberende effekt. I hypofysen hæmmer somatostatin udskillelsen af væksthormoner. Herudover 
nedsætter somatostatin udskillelsen af mavesyrer, sekretionen af hormoner fra pancreas og den 
gastrointestinale kanal, absorptionen af sukkerstofferne og aminosyrer i tarmen, på motiliteten i den 
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gastrointestinale kanal samtidig med, at den inhiberer væksten i pancreas og i den gastrointestinale 
kanal [Baulieu et al., 1990]. 
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Bilag II. Protein−oprensning 
 
Trin 1: grovoprensning af prøve B.  
Figur A viser spektrumet for 1 oprensningstrin. 
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Figur A. Første oprensningstrin. Absorbansen ved 230 nm, hvor peptidbindingerne absorberer, blev målt. Der 
blev fundet aktivitet i top 2 og 3 med størst aktivitet i den 3. top. Serum kommer fra 5 prøver, der er blevet 
poolet og dermed udgjorde prøve B. Fraktionerne 27-31 og 35-39 blev udtaget til videre oprensning. 
 
Den anden og tredje top blev udtaget til videre oprensning. 
 
Trin 2: Andet oprensningstrin af prøven B, top 2.  
Figur B viser andet oprensningstrin af top 2 (fraktion 27−31) fra 1 oprensningstrin. 
 
Figur B. Andet oprensningstrin af top 2 (fraktion 27-31) fra 1. oprensningstrin af prøve B. 
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Resolutionen var ikke god i denne prøve (figur B), men fraktionerne 7−9 blev poolet og benyttet til 
videre oprensning. 
 
Trin 2: Andet oprensningstrin af prøven B, top 3. 
Figur C viser andet oprensningstrin af (top 3 fraktion 35−39) fra 1 oprensningstrin. 
 
 
Figur C. Andet oprensningstrin af top 3 (fraktion 35-39) fra 1 oprensningstrin af prøve B. 
 
Fraktionerne 7−9 blev poolet og benyttet til videre oprensning. 
 
Trin 1: grovoprensning af prøve C.  
Figur D viser kromatogrammet for 1. oprensningstrin af prøve C. 
S-100-HR, 1,5 * 50 cm C (ialt 1 ml), 0,3ml/min
0
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           Figur D. Første oprensningstrin af prøve C. Fraktionerne for den anden og tredje top blev udtaget til  
           videre oprensning.  
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Trin 2: Andet oprensningstrin af prøven C. 
Andet oprensningstrin af prøve C er vist i figur E og F. Resolutionen var ikke fuldstændig i den ene 
oprensning (figur E), hvilket fremstår som en ekstra top i figur E, men fraktionerne (7−9) blev 
poolet som tidligere beskrevet. 
 
 
            Figur E. Andet oprensningstrin af den 2. top fra trin 1 for prøve C. 
 
 
               Figur F. Andet oprensningstrin af top 3 (trin 1) for prøve C. 
 
Trin 1: grovoprensning af prøve D.  
Figur G viser kromatogrammet for 1 oprensningstrin af prøve D.  
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Prøve D 0,7ml S-100-HR, 1,5 * 50 cm 0,3ml/min
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             Figur G. Første oprensningstrin for prøve D. 
 
Resolutionen blev ikke fuldstændig, men top 2 (fraktionerne 31−36) og top 3 (fraktionerne 37−41) 
blev udtaget til videre oprensning. 
 
Trin 2: Andet oprensningstrin af prøven D. 
Figur H viser andet oprensningstrin for prøve D (fraktionerne 31−36).  
 
 
Figur H. Andet oprensningstrin for prøve D (fraktionerne 31-36), hvilket  
repræsentere den 2. top fra det første oprensningstrin.  
 
I forhold til andet oprensningstrin for prøven D (fraktionerne 31−36) (figur H) ses der næsten ingen 
udslag. Dette giver god mening, hvis man ser på det første oprensningstrin for denne prøve (figur 
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G). Den første top er i dette oprensningstrin er meget svag, hvilket får en betydning på det næste 
oprensningstrin i proceduren.  
 
 
Figur I. Andet oprensningstrin for prøve D (fraktionerne 37−41) top 3 fra det første 
oprensningstrin. Den dårlige resolution giver udslag i en ekstra top.  
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Bilag III. Mislykkede mRNA−oprensninger. 
 
Figur J viser gel−elektroforesen af mRNA, som er en oprensning af 2 prøver med termisk hysterese 
på hhv. 0,05 C og 0,75 C. Der er på dette billede ikke nogen makør. Der kan ses 3 bånd på gelen, 
men det er ikke de korrekte ribosomale bånd.  
 
 
Figur J. Gel−elektroforese fra en af vores mRNA− 
oprensninger. Bane 1: Kontrol TH på 0,05 C. Bane 
2 TH på 0,73 C. 
 
Figur K viser gel−elektroforesen fra mRNA oprensning på to prøver. Bane 1: kontrol 0,73 C. Bane 
2: Kontrol 0,71 C. Bane 3: Markør 100 bp ladder. Der ses et bånd i toppen af gelen i bane 1 og 2 
men  ikke de korrekte 3 bånd. 
 
 
Figur K viser gelbilledet fra mRNA oprensning af to  
prøver. Bane 1: kontrol TH: 0,73 °C. Bane 2: Kontrol  
TH: 0,71 °C. Bane 3: Markør 100 bp ladder. 
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Tabellen nedenfor viser forholds−målingerne 260 nm og 280 nm for vores mRNA−oprensninger af 
de to prøver med termisk hysterese på henholdsvis  0,1 °C (Prøve 1) og 0,7°C (prøve 2). Når der 
ikke kunne registreres noget indhold af mRNA, er det illustreret med −. 
 
Prøve 1 260nm 280nm Forhold 
2l 
− − 
0,838 
2l 
− − 
0,835 
4l 
− − 
0,674 
4l 
− − 
0,842 
Prøve 2 260nm 280nm Forhold 
2l 1,193 0,513 2,325 
2l 1,222 0,536 2,281 
4l 2,41 1,162 2,074 
4l 2,428 1,176 2,065 
 
 
